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1. LA PARED CELULAR DE Saccharomyces cerev¡s¡ae.
1. Introducción.
La pared celular fúngica es una estructura rígida, situada entre la membrana
plasmática y el medio extracelular, esencial para el mantenimiento de la integridad celular.
Sin esta protección, las células se usarían como consecuencia de cambios de osmolaridad en
el medio en el que se encuentran. Además de proporcionar un soporte mecánico a la célula, la
pared celular también determina su forma, tanto durante el ciclo vegetativo de la célula como
durante los procesos de apareamiento, esporulación y formación de pseudohifas; modula la
entrada selectiva de moléculas, actuando como un filtro, y media las interacciones entre
células (Cid a’ al., 1995). La importancia de esta estructura para la célula se pone de
manifiesto en la gran inversión metabólica que supone para ésta, ya que la pared celular
constituye hasta un 30% del peso seco de la célula (Orlean, 1997).
La pared celular no es una estructura inerte; muy al contrario, se trata de una estructura
dinámica, que sufre modificaciones importantes, tanto en forma como en composición, a lo
largo del ciclo celular y en respuesta a distintos estímulos, en procesos como la emergencia y
crecimiento de la yema, crecimiento del shmoo y apareamiento, formación del septo,
separación celular, esporulación, y transición dimórfica (Klis, 1994). Precisamente debido a
estos cambios, la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae constituye un
excelente modelo de morfogénesis celular (Cabib et al., 1997; Orlean, 1997). Todas estas
alteraciones requieren una fina regulación, de manera que la síntesis y degradación de los
polimeros que constituyen la pared celular estén equilibradas, y el transporte de los
componentes de la pared esté dirigido a los lugares donde éstos son requeridos. Así, los
procesos de biosíntesis de la pared celular responden a controles de ciclo celular y a señales
medioambientales (Cid et al., 1995).
La biosíntesis y ensamblaje de la pared celular presentan un considerable interés desde
el punto de vista farmacéutico. Debido a que se trata de una estructura esencial para las
células, y dado que esta estructura no existe en cucariotas superiores, un conocimiento más
profundo de la misma podría conducir a la identificación de potenciales dianas para el
desarrollo de agentes antifúngicos de acción selectiva (Klis, 1994; Orlean, 1997). En este
sentido, 5’. cerevisiae constituye un modelo de estudio de la pared celular de distintos hongos
patógenos como Candida albicans y Aspergillus.
2. Composición y organización molecular.
La levadura 5. cerevis¡ae es el principal modelo experimental utilizado en el estudio
de la pared celular. Se conoce en profundidad la composición química de esta estructura, pero
la comprensión de aspectos como la interacción de los distintos componentes y su ensamblaje
es aún limitada.
La pared celular está constituida por tres macromoléculas: glucano, quitina y
manoproteinas, todos ellos interconectados mediante enlaces covalentes (Kollár et al., 1997)





en fuentes de carbono pobres, de manera independiente de calmodulina (Zhao et al., 1998).
Existe un tercer gen homólogo al que por similitud se ha denominado FKS3. Su deleción no
provoca un fenotipo apreciable en células silvestres, y no agrava la sensibilidad a calcolluor
de los mutantesflstX yjks2A (Ram ¿ia/., 1996).
La subunidad regulatoria de la actividad f3-l,3-glucán sintasa, que fue copurificada con
la subunidad catalítica a partir de preparaciones de membrana, ha sido identificada como
Rholp (Orlean, 1997). Esta proteína pertenece a la familia de las GTPasas, y es esencial para
el mantenimiento de la integridad celular. Además, Rholp tiene otras dos funciones como
regulador de la síntesis de la pared celular y de la morfogénesis. Rholp activa la protein
kinasa C (Pkclp), que a su vez forma parte de la ruta de transducción de señales que controla
la integridad celular (véase el apartado 5 de este capitulo). Por otra parte, Rholp también
puede estar implicada en la organización del citoesqueleto de actina en la punta de la yema.
Se han identificado varios genes más implicados en la síntesis del ¡3-1,3-glucano.
KNR4 fue donado por complementación de un mutante knr4, seleccionado por su resistencia
a la toxina killer K9 de Hansenula mnrakll, un inhibidor selectivo de la síntesis de [3-1,3-
glucano (Hong eta!., 1994). La deleción de este gen provoca una disminución en los niveles
de ¡3-1,3 y 3-1,6-glucano y en la actividad 3-1,3-glucán sintasa, además de un aumento en la
cantidad de quitina. KNR4ISMIJ codifica una proteína nuclear que podría estar implicada en
la regulación de la síntesis de la pared celular. Recientemente este mismo gen ha sido donado
como supresor de mutantes hipersensibles a calcoflúor cwh, deniostrándose que el efecto
supresor va acompañado de una reducción en los niveles de los mRNA correspondientes a las
quitín sintasas ChsIp, Chs2p y Chs3p (Martin el al., 1999). Estos datos sugieren que KVR4
pueda tener un papel regulatorio en la deposición de quitina y en el ensamblaje de la pared
celular. El uso de la toxina K9 de H tnrakii ha conducido a la donación de otro gen
relacionado con la síntesis del [3-1,3-glucano.HKR] confiere resistencia a la citada toxina
cuando es sobreexpresado (Yabe et al., 1996). La eliminación del dominio de unión a calcio
de Hkrlp, que se localiza en la membrana plasmática, origina un descenso en los niveles de 13-
1,3-glucano y en la actividad 3-1,3-glucán sintasa.
GNS] fue donado por complementación de una mutación que confería resistencia a un
análogo de papulacandina, un inhibidor de la síntesis de ¡3-1,3-glucano (el-Sherbeini y
Clemas, 1995). Los mutantes gnsl muestran una reducción drástica de la actividad 13-1,3-
glucán sintasa, y además GNSJ interacciona genéticamente con FKSJ, por lo que se ha
propuesto que Gnslp podría ser la subunidad de unión del citado inhibidor a la ¡3-1,3-glucán
sintasa.
Una vez sintetizadas, las cadenas lineales de 3-1 ,3-glucano han de incorporarse a la
pared celular en crecimiento, proceso que debe de implicar a enzimas remodeladoras y
ensambladoras. Bgl2p, una proteína de pared extraible con agentes reductores (Cappellaro et
al., 1998; Klebl y Tanner, 1989), presenta actividad endo-¡3-1,3-glucanasa (Mrsa el al., 1993),
y recientemente se ha demostrado que es además una glicosil transferasa que cataliza la unión
de dos cadenas de [3-1,3-glucanomediante un enlace ¡3-1,6 (Goldman el al., 1995). Éste
podría ser uno de los mecanismos de incorporación del [3-1,3-glucanoa los polisacáridos de la
pared existente, permitiendo la expansión celular (Orlean, 1997).
Recientemente se ha descubierto el papel de la glicoproteina Gaslp en el ensamblaje
del 3-1,3-glucano de la pared celular. Esta enzima, localizada en la cara externa de la
12
Introducción
membrana plasmática, presenta actividad ¡3-1,3-glucanosil transferasa, catalizando la
hidrólisis y posterior transferencia de una cadena de ¡3-1 ,3-glucano al extremo reductor de otra
cadena similar (Mouyna et cd., 1999; Popolo et al., 1999a). La cadena transferida podría ser
una cadena de ¡3-1,3-glucano de nueva formación o proceder de los módulos constituyentes de
la pared celular (Popolo y Vai, 1999b). A la vista de este descubrimiento se comprende la
observación previa de la liberación de 3-1,3-glucano y manoproteinas unidas a restos de [3-1,6
y 13-1,3-glucano al medio que tiene lugar en los mutantes gasJA (Ram et al., 1998a).
2.2. ¡3-1,6-glucano. Estructura y síntesis.
Este componente representa aproximadamente el 10% del peso seco de la pared
celular. Se trata de un polisacárido muy ramificado, constituido por 140-350 unidades de
glucosa unidas entre sí fundamentalmente mediante enlaces 3-1,6, y con una pequeña
proporción de uniones 13-1,3. El ¡3-1,6-glucano tiene un papel importante en la organización
de la pared celular, siendo la molécula central que une o enlaza todos los componentes de la
misma (Kapteyn eta!., 1996; Kapteyn eta!., 1997; Kollár eta!., 1997).
El 13-1,6-glucano forma parte del receptor al que debe unirse la toxina killer Kl en la
superficie celular para después ejercer su acción, mediante la formación de poros en la
membrana que ocasionan en última instancia la muerte celular (Hutchins y Bussey, 1983).
Esta observación fue la base de varios rastreos en busca de mutantes resistentes a esta toxina,
los cuales han proporcionado gran cantidad de información sobre la biosíntesis de este
polímero (Boone et aL, 1990; Brown el aL, 1993b» Los mutantes aislados, denominados he
(Killer REsistant), presentan defectos en la síntesis del 13-1,6-glucano insoluble en álkali y
niveles anómalos de [3-1,3y ¡3-1,6-glucano (Orlean, 1997). Algunos de los mutantes también
presentan alteraciones en N- y O-glicosilación. Los genes KRE, y sus supresores extragénícos
y sintéticos letales, codifican diversas proteínas intra y extracelulares. La localización de
éstas, muchas de ellas en compartimentos secretores, junto con los fenotipos mostrados por
los mutantes, sugieren que el proceso de biosíntesis del 3-1,6-glucano tiene lugar en varias
etapas intracelulares a lo largo de la ruta de secreción, y es completado en la superficie celular
(Roemer et al., 1994) (fig. 3). La función concreta de los genes KJ?E no ha sido aún
caracterizada (con la excepción de KRE2), de modo que los pasos en los que se sintetiza el 3-
1,6-glucano son todavía desconocidos.
KRES parece tener su función en una etapa muy temprana de la síntesis de 13-1,6-
glucano. Los mutantes delecionados en este gen crecen de forma extremadamente lenta, y
prácticamente no contienen ¡3-1,6-glucano insoluble en álkali (Meaden et al., 1990). En
algunos fondos genéticos esta deleción es incluso letal. La proteína Kre5p posee un péptido
señal y una secuencia HDEL de retención en el extremo C-terminal, por lo que es probable
que se localice en el retículo endoplásmico. Kre5p presenta homología con la UDP-
glucosa:glicoproteina glucosil transferasa, enzima que forma parte del “control de calidad”
del plegamiento de proteínas en mamíferos (Helenius et al., 1997). Sin embargo, la
esencialidad de la función de Kre5p no está relacionada con esta actividad (Shahinian et al.,
1998).
El gen KREÓ codifica una glicoproteina de membrana de tipo II que ha sido localizada
en el aparato de Golgi. Los mutantes kre6 presentan una disminución del 50% en los niveles
de 13-1 ,6-glucano (Roemer y Bussey, 1991). El gen SKNJ fue aislado como supresor
multicopia de un mutante kre6, y codifica una proteína con un 66% de homología con Kre6p
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(Roemer et al., 1993). La deleción de SKNJ no afecta a los niveles de 13-1,6-glucano; sin
embargo la doble deleción kre6A sknlA es letal en algunos fondos genéticos, y presenta un
crecimiento muy lento en otros, en los que provoca una reducción en los niveles de 13-1,6-
glucano de hasta el 90%. Se ha propuesto que se trate de genes redundantes que funcionen en
rutas paralelas en la síntesis de este polimero (Roemer et al., 1993). Tanto Kre6p como Sknlp
son fosforiladas en su dominio citoplásmico, por lo que éste puede ser el mecanismo de su
regulación. Kre6p presenta además interacciones genéticas con la ruta de MAP kinasas que
controla la integridad celular; sin embargo, su fosforilación no depende de Pkclp (Roemer et
al., 1994).
La interrupción de KREIJ provoca un descenso del 50% en los niveles de 13-1,6-
ghicano, aunque no un defecto en el crecimiento (Brown y Bussey, 1993a). Este glucano es
además ligeramente más pequeño que el sintetizado por células silvestres. Krel lp es una
proteína citoplásmica, que contiene una secuencia consenso RXGG de unión a UDP-glucosa,
el probable donador en la síntesis del glucano. Esta proteína podría funcionar regulando la
actividad de un complejo asociado a la membrana en la síntesis del 13-1,6-glucano (Orlean,
1997).
KREJ codifica una proteína extensamente O-manosilada, que presenta un péptido
señal en su extremo N-tenninal y un dominio de anclaje a GPI en el extremo C-terminal. Los
mutantes krel sintetizan un 40% de la cantidad de ¡3-1,6-glucano encontrada en células
silvestres. Este glucano presenta los puntos de ramificación con enlaces 13-1,3, pero las
ramificaciones no están alargadas con cadenas de 13-1,6-glucano. Krelp ha sido localizada en
la superficie celular (Boone el al., 1990), coinciendo con la predicción que se deriva de su
secuencia. Podría ser la enzima encargada de extender las ramificaciones, catalizando una
reacción de transglucosilación (Orlean, 1997). La doble deleción krelA krelíA es letal; los
experimentos de epistasis sugieren que Krel lp precedería a Krelp en la síntesis del 13-1,6-
glucano (Brown y Bussey, 1993a).
La deleción de KRE9 provoca una disminución del 80% en los niveles de ¡3-1,6-
glucano, morfología aberrante y defectos en el crecimiento (Brown y Bussey, 1993a). El
glucano residual presente en la célula es de tamaño pequeño y estructura alterada. Kre9p es
una proteína rica en serinas y treoninas, que puede ser detectada en el medio de cultivo
cuando es sobreexpresada. El mutante kre9A es sintético letal con krelA, kre6A y krellA. La
doble deleción kresA kre9A no exacerba el fenotipo de los mutantes ¡creSA, por lo que Kre9p
debe funcionar por debajo de Kre5p. KA/Hl codifica una proteína que muestra un 46% de
homología con Kre9p (Dijkgraaf el al., 1996). La deleción de KA/Hl no origina ningún efecto
apreciable en la síntesis del ¡3-1,6-glucano, sensibilidad a toxina ¡ciller, o crecimiento, ni
agrava los fenotipos de los mutantes citados anteriomente. Sin embargo la deleción
simultánea de KA/Hl y KRE9 es letal, y la sobreexpresión del primero suprime los defectos
del mutante kre9A, lo cual indica que se trata de homólogos funcionales (Dijkgraaf el al.,
1996). SKN7 fue donado como supresor en multicopia de un mutante kre9A (Brown y
Bussey, 1 993a). No restaura los niveles de [3-1,6-glucano; sin embargo, ejerce algún tipo de
efecto en la pared, ya que corrige los defectos morfológicos y evita la liberación al medio de
proteínas de pared. Skn7p presenta homología con los reguladores de dos componentes
bacterianos, y se localiza en el núcleo (Brown y Bussey, 1 993a). Esta proteína podría, pues,




KRE2/MNTJ codifica la única proteína Kre a la que se ha asignado una actividad
catalítica. Kre2p es una 1 ,2-a-manosil transferasa encargada de añadir el segundo y tercer
residuos de manosa en la O-glicosilación, y también participa en la N-glicosilación (Hill el al.,
1992; Lussier el al., 1999). Forma parte de una familia de proteínas de membrana (KTR, Kre-
Two-Related) localizadas en el aparato de Golgi e implicadas en la manosilación de proteínas
de pared. La deleción de KRE2 no afecta directamente a la síntesis de 13-1,6-glucano. Sin
embargo, da lugar a una glicosilación deficiente, que a su vez impide la correcta unión de las
manoproteinas a los glucanos de la pared celular (Lussier el al., 1999).
Estudios recientes han implicado a otra proteína del retículo endoplásmico, Cwh4lp,
en la biosíntesis de [3-1,6-glucano(Jiang el al., 1996), aunque se ha propuesto que su papel en
este proceso sea indirecto (Abeijon y Yun Chen, 1998). Cwh4lp es la glucosidasa 1
responsable del procesamiento de las cadenas de N-glicosilación (Romero el al., 1997). El gen
CWH4] tite donado tras una búsqueda de mutantes hipersensibles a calcoflúor (Ram el al.,
1994); los mutantes cwh4iA además son resistentes a toxina ¡fuer y presentan un descenso
del 50% en los niveles de [3-1,6-glucano(Jiang el al., 1996). CWH4i muestra interacciones
genéticas con KRE6 y KREI. Recientemente Shahinian y colaboradores (Shahinian el al.,
1998) han demostrado que un procesamiento incorrecto de las cadenas de azúcares unidas a
asparragina origina una deficiencia de 13-1,6-glucano, estableciendo así una relación entre la
N-glicosilación de proteínas y la biosíntesis de este polisacárido. Este autor propone la
existencia de una unión entre las cadenas de [3-1 ,6-glucano y las cadenas de N-glicosilación de
las proteínas, mediante un enlace directo entre glucosa y manosa, o bien mediante un enlace
indirecto. Resultados obtenidos por otros autores (Kollár el al., 1997; Tkacz, 1984) también
apoyan esta hipótesis.
Se podría, pues, proponer una ruta de biosíntesis del [3-1,6-glucano,esbozada en la
figura 3. La síntesis de este polímero se iniciaría en el retículo endoplásmico, paso en el que
intervendría Kre5p, dada su localización en este compartimento y el hecho de que la ausencia
de esta proteína provoque una falta casi absoluta de ¡3-1,6-glucano insoluble en álkali.
Cwh4lp podría actuar por debajo de Kre5p, o en un complejo junto con ella. El polímero
inicial formado en el retículo endoplásmico sería completado en el aparato de Golgi mediante
la extensión de la cadena 13-1,6 y la adición de ramificaciones en [3-1,3.Kre6p podría ser una
proteína reguladora, o sintetizar ella misma el glucano y ser a su vez regulada por Kre9p (en
el lumen del aparato de Golgi) y/o Krel lp (en el citoplasma). Krelp actuaría en un estadio
posterior en la elongación de las cadenas de [3-1,6-glucano, aunque se desconoce si esto
ocurre en algún compartimento secretor tardío, o ya en la superficie celular, por fuera de la
membrana plasmática. Kre9p también podría ejercer su acción a este nivel. Por su parte,
Sknip y Knhlp, los homólogos funcionales de Kre6p y Kre9p respectivamente, actuarían en
una ruta alternativa minoritaria, o en determinadas condiciones de crecimiento de las células.
Recientemente se ha estudiado otra serie de mutantes implicados en la síntesis del 13-
1 ,6-glucano, que incluye a los mutantes cwh4iA, gls2A y cneiA (Shahinian a’ al., 1998). Se
trata de un grupo de mutantes que, a diferencia de los mutantes ¡re, crecen normalmente e
incorporan proteínas a la pared, pero presentan igualmente niveles disminuidos de [3-1,6-
glucano. En el citado trabajo se sugiere que a nivel del retículo endoplásmico podrían existir
dos rutas paralelas de biosíntesis de 13-1,6-glucano. Una de ellas, correspondiente a este
segundo grupo de mutantes, implicaría al proceso de N-glicosilación de proteínas. Es posible
que algunas proteínas de pared se anclen a través de sus cadenas de N-glicosilación.




citoquinesis, el anillo y la mayor parte del septo primario quedan en la célula madre,
constituyendo la cicatriz de gemación.
La actividad quitín sintasa utiliza UDP-N-acetilglucosamina como donador. Esta
actividad está localizada en la membrana plasmática, y recientemente se ha demostrado que
las quitín sintasas transitan por la ruta de secreción (Orlean, 1997). La síntesis de quitina es un
proceso vectorial mediante el cual las cadenas de quitina nacientes salen a la superficie celular
a través de la membrana plasmática (Cabib el al., 1983). Se han identificado tres genes que
codifican proteínas que catalizan la síntesis de quitina, y varios otros genes que afectan a este
proceso.
La quitin sintasa 1 constituye el 90% de la actividad quitín sintasa de la célula
detectable ¡ti vitro. La proteína responsable de esta actividad es Chslp. Aparentemente, Chslp
es la enzima encargada de reparar daños en la pared al final de la citoquinesis, contrarrestando
el efecto hidrolítico de la endoquitinasa Ctslp (Cid et al., 1995).
La actividad quitín sintasa II puede ser detectada en mutantes chsit, y es codificada
por CHS2. La expresión de CHS2 está regulada por el ciclo celular, mostrando un pico justo
antes de la formación del septo primario (Orlean, 1997). La deleción de CHS2 es letal en
algunos fondos genéticos, y en otros da lugar a células grandes y alargadas, con un defecto en
separación. El septo en los mutantes chs2t está muy engrosado y carece de septo primario. En
ocasiones estos mutantes son multinucleados. Estas observaciones sugieren que la función
principal de Chs2p es la síntesis del septo primario, y también es posible que tenga algún otro
papel en la citoquinesis. Chs2p se localiza en el cuello entre las células madre e hija sólo al
final de la mitosis.
La quitín sintasa III es codificada por el gen CHS3 (Orlean, 1997). Los niveles más
altos de esta actividad se detectan en células en crecimiento exponencial, mientras que en la
fase estacionaria esta actividad disminuye sensiblemente. Chs3p sintetiza el 90-95% de la
quitina de la pared celular, formando el anillo de quitina tras la emergencia de la yema. Los
niveles de Chs3p son constantes a lo largo del ciclo. Sin embargo, la proteína se localiza en
los lugares de crecimiento polarizado de forma dependiente del ciclo celular. En primer lugar,
aparece como un anillo en la superficie celular en el punto de emergencia de la yema, y se
mantiene en el cuello de la célula hija cuando ésta es aún pequeña, para luego desaparecer.
Vuelve a aparecer en el cuello entre las células madre e hija durante la citoquinesis. Chs3p
también es la responsable de la síntesis de la quitina en las paredes laterales, que tiene lugar
principalmente en los últimos estadios del ciclo celular (Klis, 1994).
La presencia de Chs2p o Chs3p es esencial para la viabilidad celular. Los dobles
mutantes chsiA chs2á y chsiA chs3A son viables, pero el triple mutante no lo es, y además
no es recuperable por la presencia de ChsIp.
Existen otros genes implicados en la síntesis de la quitina. CHS4 y CHSS son
necesarios para la actividad quitín sintasa III ¡ti vivo, pudiendo ser considerados moduladores
o subunidades de dicha actividad (Orlean, 1997). La sobreexpresión de CHS4 incrementa la
actividad quitín sintasa III ¡ti vilro, mientras que Chs5p es requerida para la correcta
localización de Chs3p. Chs4p también podría tener un papel en esta localización, puesto que




Las manoproteinas son uno de los componentes mayoritarios de la pared celular,
constituyendo aproximadamente el 35% del peso seco de ésta. Son polipéptidos con un alto
contenido en carbohidratos, de hasta el 95% (Lipke y Ovalle, 1998). Las manoproteinas
pueden ser componentes estructurales de la pared celular, o bien enzimas localizadas en el
espacio periplásmíco o en la pared propiamente dicha, con alguna función trófica, funciones
propias del metabolismo de esta estructura u otras funciones, por ejemplo en los procesos de
floculación, adhesión, como receptores, etc. (Cid el al., 1995). En su conjunto, las
glicoproteinas limitan la porosidad de la pared a moléculas de alto peso molecular (Smits el
al., 1999a; de Nobel et al., 1990).
Las manoproteinas son sintetizadas intracelularmente. La unión de los azúcares a las
proteínas se produce a través de la N- y la O-glicosilación, que tienen lugar en el retículo
endoplásmico y el aparato de Golgi durante e] tránsito de estas proteínas a lo largo de la ruta
de secreción. Algunas manoproteinas reciben además otro tipo de glicosilación, una molécula
de GPJ (glicosilfosfatidil inositol), en su extremo C-terminal. A estas proteínas se las conoce
con el nombre de “proteínas GPI” (Caro el al., 1997).
Las manoproteinas constituyen una especie de material de relleno, embebido en la red
estructural de glucano y quitina. Estas proteínas pueden ser extraídas de la pared celular
mediante diferentes métodos, con arreglo a los cuales han sido ciasificadas.
2.4.1. Proteínas extraibles con SDS y agentes reductores.
Estas proteínas están unidas de forma no covalente a componentes estructurales de la
pared celular, o mediante puentes disulfliro a otras proteínas unidas covalentemente (Lipke y
Ovalle, 1998). Mediante el tratamiento con SDS y agentes reductores en caliente se puede
extraer un número variable de proteínas a partir de paredes celulares aisladas (Cappellaro el
al., 1998; Montijn el al., 1994; Mrsa el aL, 1997; Valentín el al., 1984). Sin embargo, gran
parte de estas proteínas proceden en realidad de la membrana plasmática y no de la pared
celular (Klis, 1994; Van der Vaart el al., 1996b). Con el fin de discernir entre ambas, Mrsa y
colaboradores (Mrsa el al., 1997) recurrieron a marcar las proteínas extracelulares con un
reactivo no permeable, y posteriormente extraer las proteínas a partir de paredes celulares
aisladas con SDS en condiciones reductoras, detectando nueve bandas proteicas. A partir de
células intactas también se pueden extraer proteínas de la superficie celular mediante el
tratamiento con agentes reductores (Cappellaro el al., 1998; López-Ribot y Chaffm, 1996b).
Entre las proteínas que identificaron Cappellaro y colaboradores en un extracto de este tipo, a
las cuales llamaron Scw (de Soluble Celí Wallprolein), se encuentran Exglp, Bgl2p y Ctslp,
enzimas hidrolíticas de la pared celular, y Scw8p/Ccw5p/Ccwl lp, una proteina de la familia
Pir (véase a continuación), que también se encuentra unida covalentemente a la pared. En el
mismo estudio también se detectaron una serie de proteínas desconocidas, que presentan
homologías con glucanasas.
2.4.2. Proteínas unidas covalentemente a la pared celular.
La mayor parte de las proteínas de la pared celular resistentes a la extracción con SDS
y agentes reductores pueden ser liberadas de la pared mediante el tratamiento con [3-1,3o 13-
1 ,6-glucanasas (Lipke y Ovalle, 1998; Orlean, 1997), lo cual indica que están unidas de forma
covalente a los glucanos de la pared celular. El heteropolímero de [3-1,6/13-1,3-glucanoo el [3-
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1,3-glucano son los responsables del anclaje de estas manoproteinas a la pared celular. Se
pueden distinguir dos tipos de manoproteinas unidas de forma covalente a la pared celular en
función del tipo de unión: proteínas GPI y proteínas Pir (fig. 4).
Fig. 4. Esquema de las uniones entre
las proteínas OPI y Pir y los demás
componentes de la pared celular. Las
flechas indican los extremos
reductores de las cadenas
polisacarídicas
.
Estas proteínas están unidas covalentemente al [3-1 ,6-glucano, y pueden ser extraídas
de la pared celular por digestión con [3-1,6o 13-1,3-glucanasas (Kapteyn el al., 1999a; Orlean,
1997). Mediante análisis informáticos se han identificado en el genoma de 5. cerevisiae del
orden de 50 genes que codifican proteínas de este tipo (Caro el al., 1997; Hamada el al.,
1 998a). Estas manoproteinas presentan tres características en común (Kapteyn el al., 1999a):
— Poseen un péptido señal en el extremo N-terminal, que dirige su entrada en la ruta de
secreción.
— Son ricas en serinas y treoninas, residuos susceptibles de recibir O-glicosilación, sobre
todo en la mitad C-terminal de la proteína. La unión de gran cantidad de este tipo de cadenas
cortas de azúcares confiere a las proteínas una conformación extendida y rígida, que permite a
ciertos dominios de éstas sobresalir por encima de la superficie de membranas o paredes
(Jentoft, 1990; Lipke y Ovalle, 1998).
— Presentan en su extremo C-terminal una señal de anclaje a GPI, que consta de un
dominio de anclaje, una región espaciadora de 8-10 residuos, y una secuencia hidrofóbica de
al menos 11 aminoácidos (Caro el al., 1997). El punto de unión a GPI, llamado sitio m, ha de
ser un aminoácido pequeño, y los residuos en posiciones m+1 y m+2 deben ser también
aminoácidos de cadena lateral corta (Nuoffer el al., 1993; Nuoffer el al., 1991). La unión a
OPI ha sido confirmada bioquimicamente en las proteínas Agczlp, Gaslp, Cwplp, Cwp2p y
Tirlp (Caro el al., 1997).
En el retículo endoplásmico, la secuencia señal de anclaje a OPI es eliminada y
reemplazada por una molécula de GPJ, que se une en el sitio m (Orlean, 1997). La molécula
de UPI tiene la siguiente estructura: fosfoetanolamina-6-Man-a-1,2-Man-ct-l,6-Man-a-1,4-
GlcN-ct-1,6-mioinositol fosfolípido (fig. 5). La a-1,2-manosa está ramificada con una cadena
de 2 ó 3 residuos más de manosa. Se ha propuesto que la transferencia del GPI a la proteína
tiene lugar mediante una reacción de transamidación, en la que se forma un enlace amida
entre la fosfoetanolamina del OPI y el nuevo extremo C-terminal. Tras la unión del GPI, estas






entre otras, no presentan este motivo. Se ha propuesto que el motivo dibásico podría ser
característico de las proteínas OPI localizadas en la membrana (Caro el al., 1997) y constituir
una señal negativa para la incorporación de estas proteínas en la pared celular (Hamada el al.,
1998a). Hamada y colaboradores también han sugerido que una región constituida por cinco
residuos aminoacídicos upstreatn del sitio cn determina la localización subcelular de las
proteínas unidas a UPI, de tal manera que la presencia de aminoácidos específicos en las
posiciones co-4 u o-5 y co-2 sería la responsable de la incorporación de las proteínas en la
pared celular (Hamada el al., 1998b; Hamada el al., 1999). En contraposición a este modelo,
otros autores sugieren que el papel del anclaje GPI es dirigir la localización de las proteínas a
la pared celular, basándose en la detección de GasIp entre las proteínas de pared extraibles
con glucanasas (de Sampato el al., 1999).
B) Proteínas Nr.
Recientemente estas proteínas han sido inmunolocalizadas en la pared celular, donde
confieren resistencia a osmotina, una proteína de plantas con acción antifúngica (Yun el al.,
1997). Las proteínas de la familia PIR comparten varias características (Kapteyn el al.,
1999a):
— Presentan un péptido señal en el extremo N-terminal.
— Contienen un punto de reconocimiento de la proteasa Kex2p tras los primeros 60-70
aminoácidos del extremo aminoterminal (Mrsa el al., 1997).
— Su secuencia presenta varias repeticiones internas, de ahí su nombre (PIR, Protetns wiíh
Infernal Repecís).
Las proteínas Pi- pueden ser extraídas de la pared por digestión con [3-1,3-glucanasas
(Kapteyn el aL, 1999b) o mediante un tratamiento suave con álkali (Mi-sa eta?., 1997). Estas
proteínas están muy O-glicosiladas, pero al contrario que las proteínas GPI, no presentan una
señal de anclaje a GPI. El hecho de que estas proteínas puedan ser liberadas de la pared
mediante la incubación en un álkali débil, un tratamiento que conduce a la eliminación de la
O-glicosilación en un proceso denominado beta-eliminación, podría indicar que la unión de
las proteínas Pir a la pared celular se produce a través de sus cadenas de O-glicosilación
(Mrsa el al., 1997).
Recientemente se ha demostrado que Pir2p/HsplSOp/Ccw7p, una de las proteínas de
esta familia, está unida directamente al [3-1,3-glucano(Kapteyn el al., 1999b), ya que puede
ser extraída de la pared mediante la digestión con 13-1,3-glucanasa, pero es resistente a la
extracción con 13-1 ,6-glucanasa. Además, en cepas con niveles disminuidos de [3-1 ,3-glucano,
como es el caso de los mutantes jksl/x y gas Jis, se ha observado un incremento en la
liberación de esta proteína al medio de cultivo.
El papel de las proteínas Pir es aún desconocido; la eliminación de alguna de ellas
provoca sensibilidad a choque térmico (Toh-E el al., 1993) o a la proteína antifúngica
osmotina (Yun el al., 1997), y la deleción múltiple de varias de ellas origina una
hipersensibilidad a calcoflúor y rojo congo, y afecta a la capacidad de apareamiento (Mrsa el
al., 1 999a). Por otra parte, en mutantes deficientes en [3-1 ,6-glucano, como los mutantes ÁreA,
se ha detectado un aumento en cl porcentaje de proteínas de pared extraibles con 13-1,3-
glucanasa y resistentes a la extracción con [3-1,6-glucanasa(Kapteyn el al., 1999b). Mientras
que en las cepas silvestres este porcentaje es del 16%, en los mutantes kreA aumenta hasta
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más del 80%. Se ha propuesto que las proteínas Pir podrían formar parte de un mecanismo
compensatorio, que se activaría en condiciones de niveles deficientes de [3-1 ,6-glucano (véase
el apartado 4 de este capitulo).
2.4.3. Regulación de la expresión de las proteínas de pared.
La expresión de numerosas proteínas de la pared celular se ve afectada por las
condiciones ambientales y la disponibilidad de nutrientes (Kapteyn eta?., 1999a; Smits el al.,
1999a}. El ejemplo más patente es el de las proteínas de adhesión sexual, Agalp y Agcúlp,
cuya transcripción y expresión se inducen en presencia de la feromona de tipo sexual opuesto
(Lipke y Kurjan, 1992). Flolp, implicada en la floculación, es inducida por la depleción de
nutrientes, y Sedlp es una de las proteínas mayoritarias en células en fase estacionaria.
Cuando las células acometen la esporulación, se producen variaciones, tando de aumento
como de disminución, en la transcripción de varios genes codificantes de proteínas de la pared
celular (Chu el al., 1998). Estudios recientes de transcripción basados en la tecnología de los
microarrays de DNA han mostrado que el patrón de proteínas expresadas en medio rico es
distinto al de las proteínas expresadas en medio mínimo; por ejemplo, UTR2, un gen que
codifica una presunta proteína de pared celular, es cinco veces más abundante en células
crecidas en medio rico que en células incubadas en medio mínimo (Kapteyn et al., 1999a).
Asimismo, la expresión de muchas de las proteínas de pared está regulada por el ciclo
celular (Smits el al., 1999a). Caro y colaboradores han analizado la transcripción de varios
genes codificantes de proteínas de pared a lo largo del ciclo celular (Caro el al., 1998),
encontrando que en todos ellos ésta estaba regulada. CWPI, CWP2 y TZR! se expresan en las
fases S/G2, SED] en la fase M, y TIPI en la fase 01 temprana. EGT2 se expresa entre el final
de la mitosis y la fase 01 temprana, y en los mutantes egt2 la separación celular está retrasada
(Kovacech et al., 1996), lo cual indica que Egt2p actúa después de la citoquinesis. Los
estudios a gran escala de la transcripción en 5. cerevtsiae muestran que aproximadamente el
50% de los genes que codifican proteínas de pared están regulados de manera dependiente del
ciclo celular (Smits el al., 1999a). Aunque hay genes que se expresan específicamente en cada
fase del ciclo, la mayoría de ellos se expresan al final de la fase M y principio de la fase 01.
Además, algunas de las proteínas de la pared celular están localizadas en regiones específicas
de esta estructura, lo cual contribuiría también a su regulación (Smits el al., 1 999b).
3. Organización modular de la pared celular.
Todos los componentes descritos se unen de forma covalente para formar complejos
macromoleculares, que a su vez son ensamblados dando lugar a la estructura de la pared
celular (fig. 2). Para estos complejos se ha venido utilizando la denominación de “módulo de
construcción” (Lipke y Ovalle, 1998). El módulo estaría formado por una cadena de 13-1,3-
glucano, unida (al [3-1,6-glucanoy) a la manoproteina. La relación molar entre [3-1,3-glucano,
[3-1 ,6-glucano y manoproteinas en la pared es de 1:1:1, lo cual concuerda con el concepto de
los módulos (Klis el al., 1997). La quitina está en una relación mucho menor, de manera que
el número de cadenas de quitina es equivalente al número de cadenas de f3-1,3-glucano
soluble en álkali (aproximadamente un 40%). Así pues, una fracción minoritaria de los
módulos estaría también unida a la quitina a través del 13-1,6 o del [3-1,3-glucano(Lipke y





La pared celular fúngica es una estructura esencial para el mantenimiento de la
integridad celular, y como tal, es lógico que las células posean mecanismos destinados a
salvaguardar esta estructura. Por ejemplo, la mayoría de los genes que codifican proteínas
implicadas en la biosíntesis de los componentes de la pared celular son redundantes, es decir,
existen varias proteínas que pueden ejercer la misma función y sustituir así la falta de alguna
de ellas en un determinado momento (Orlean, 1997).
Por otra parte, observaciones recientes han llevado a proponer la existencia de un
mecanismo compensatorio que se activaría cuando la pared celular estuviera dañada, con el
fm de asegurar la integridad celular. Este mecanismo fUe descrito por primera vez por Popolo
y colaboradores (Popolo el al., 1997), que observaron un incremento en la cantidad de quitina
en la pared celular de mutantes gasJA, los cuales presentan niveles disminuidos de [3-1,6-
glucano insoluble en álkali y de 13-1 ,3-glucano. Este aumento de quitina resultaba además ser
esencial para la viabilidad celular. Igualmente, la deleción de FKS¡, la subunidad catalítica de
la 13-1,3-glucán sintasa, provoca además de un descenso en los niveles de [3-1,3-glucano,un
marcado aumento en la deposición de quitina en la pared celular (Kapteyn el al., 1997). Este
cambio no afecta únicamente a los niveles de quitina, sino también a la arquitectura de la
pared. Mientras que en células silvestres solamente el 2% de las proteínas unidas
covalentemente a la pared están unidas directamente a la quitina a través del [3-1,6-glucano,
este porcentaje aumenta hasta el 40% en los mutantesJkslA y gas)A (Kapteyn el al., 1997).
El aumento en los niveles de quitina ha sido observado en una amplia variedad de mutantes
afectados en diversos procesos relacionados con la pared celular (tabla 1) (Dallies el al., 1998;
Kapteyn el al., 1999b), lo cual sugiere que el aumento de la deposición de quitina en las
paredes laterales constituye un mecanismo de reparación generalizado, dirigido a compensar
daños en la pared y asegurar así la integridad celular.
Tabla 1. Mutantes afectados en procesos relacionados con la pared celular que presentan niveles altos
de quitina en esta estructura (Kapteyn eta?., 1999a).
Mutante Fenotipo relacionado con la pared Referencia
civhó/gpí3 Incorporación deficiente de proteínas de pared celular (Ram el al., 1994;
Vossen et al., 1997)
jksJA Niveles disminuidos de 13-1 ,3-glueano (Kapteyn el al., 1997;
Ram el al., 1998a)
gasJis Niveles disminuidos de 13-1,3-glucano (Popolo elal., 1997)
knr4á Niveles disminuidos de [3-1,3-glucano (Hong elal., 1994)
¡<reJA Niveles disminuidos de 13-1 ,6-glucano (Kapteyn el al., 19991,)
kre5á Niveles disminuidos de [3-1,6-glucano (Kapteyn eta!., 1999b)
¡<re 6A Niveles disminuidos de ¡3-1,6-glucano (Kaptcyn el al., 1999a;
Ram el al., 1994)
mnn9/cwhl Deficiencia en IaN-glicosilación de proteínas de pared (Lussier eral., 1997;
Ram el al., 1994)
pmrJ pmt2 Deficiencia en la O-glicosilación de proteínas de pared (Gentzsch y Tanner, 1996)
En los mutantes delecionados en los genes GASJ y FKSJ se ha observado también una
mayor cantidad de manano en la pared celular y un incremento de los niveles de Cwp Ip y
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Fks2p, que podrían igualmente formar parte de reacciones compensatorias encaminadas a
mantener la integridad celular (Ram el al., 1998a). Por otra parte, como ya se ha comentado
anteriormente, en los mutantes kreA, que liberan gran cantidad de proteínas GPI al medio por
un fallo en el anclaje al [3-1 ,6-glucano, se ha observado un incremento en los niveles de
proteínas Pir, ancladas a través del 13-1,3-glucano, en la pared celular, además de un aumento
en la expresión de estas proteínas (Kapteyn et al., 199%). Los mutantes ¡<reis también
presentan un incremento en los niveles de [3-1,3-glucano, además de un gran aumento en la
transcripción de FKS2 (Kapteyn el al., 1 999b). Todos estos fenómenos parecen formar parte
de uno o varios mecanismos compensatorios, que se activan en condiciones de daño o
debilitamiento de la pared celular.
5. Mantenimiento de la integridad celular. La ruta de MAP kinasas mediada por Pkclp.
La biogénesis de la pared celular está regulada tanto por controles de ciclo celular,
como por los programas de desarrollo celular o por las condiciones ambientales. La síntesis y
ensamblaje de los componentes de esta estructura ha de estar muy controlada, de manera que
en todo momento se mantenga la integridad celular. Algunos defectos muy graves en la
síntesis de componentes específicos de la pared celular provocan una fragilidad osmótica,
aunque, como ya se ha comentado, 5. cerevis¡ae puede tolerar e incluso contrarrestar cambios
considerables en la composición de su pared celular.
La ruta PKC está constituida por una cascada de MÁP kinasas que comprende la
MAPKKK Bcklp, las MAPKK redundantes Mkklp y Mkk2p, y la MAPK Slt2p. Esta
cascada es activada por Pkclp, que probablemente fosforila residuos específicos de serma y
treonina en Bcklp, conduciendo a la fosforilación secuencial de los demás componentes del
módulo (Heinisch el al., 1999) (fig. 6). Las mutaciones en los distintos componentes de la
ruta de transducción de señales mediada por la proteína Slt2p provocan fragilidad osmótica, lo
cual se pone de manifiesto ya que los mutantes deficientes en alguna de las proteínas que
componen esta ruta usan a temperatura no permisiva (3 WC), y este defecto es remediable por
la adición de una alta concentración de sales o sorbitol a concentración 1 M al medio de
cultivo (Heinisch el al., 1999). Estas observaciones indican que la ruta de MAP kinasas
mediada por Pkclp está implicada en el mantenimiento de la integridad celular, y que posee
un papel regulador en la biosíntesis de la pared celular (Heinisch el al., 1999; Orlean, 1997).
La ruta de integridad celular se induce en periodos de crecimiento polarizado, durante
el crecimiento de la yema o la formación del shmoo, y también en respuesta a condiciones
ambientales que atentan contra la estabilidad de la pared, como son la alta temperatura, el
choque hipoosmótico, o una interferencia en la síntesis de dicha estructura (Gustin et al.,
1998). Recientemente se han descrito otros estímulos que provocan la activación de Slt2p, la
MAPK de la ruta, como la cafeína y el vanadato (Martin et al., 1999). Por otra parte, Slt2p
también está activada de forma constitutiva a 240C en diversos mutantes afectados en la pared
celular, como gasJIX,frsl/.s. (de Nobel el al.) y ecm33A (Vázquez, 1999).
Numerosos mutantes afectados en los procesos de síntesis de componentes de la pared
celular presentan letalidad sintética con mutantes de la ruta PKC. Además, en algunos casos,
los alelos silvestres de dichos genes pueden suprimir la lisis de mutantes pkcJA (Orlean,
1997). Por ejemplo, los mutantes kre2A, kre6á y ¡cre] lix son sintéticos letales con pkcJ/x, y
además kreóix es también sintético letal con slt2/x y mkklix mkk2A (Roemer eta!., 1994). Los
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F¡g. 6. Representación de los componentes principales de la ruta mediada por Pkclp en levaduras. Las
flechas punteadas indican activación de la ruta a través de mecanismos aún desconocidos.
Reproducido de Heinisch el al., 1999.
dobles mutantesfrslixpkclis y gas JApkcJA también son sintéticos letales (Garrett-Engele el
al., 1995; Popolo el al., 1997). Por otra parte, el mutante s112A presenta letalidad sintética con
ifislis (Garrett-Engele el al., 1995), con gaslis (L. Popolo, comunicación personal) y con
ochlix (Lee y Elion, 1999), y el doble mutante sll2tx rnnn2ix muestra un crecimiento muy
lento (Nakamura eta?., 1997; Rayner y Munro, 1998).
Entre los componentes que funcionan upstream o por encima de esta ruta se encuentra
Rholp (Heinisch el al., 1999). Esta proteína pertenece a la familia de proteínas GTPasas
pequeñas, y está a su vez regulada por los GEFs (factores de intercambio GDP/GTP)
codificados por ROMI y ROM2 (Ozaki el al., 1996), y por dos GAPs (proteínas activadoras
de la actividad GTPasa), codificadas por BEM2 y SAC7 (Peterson el al., 1994; Schmidt el al.,
1997). Recientemente se ha demostrado el papel de Rom2p en el control de Rhoip en
respuesta a alteraciones de la pared celular (Bickle el al., 1998). Rholp interviene en el
mantenimiento de la integridad celular no sólo activando la ruta de MAP kinasas a través de
Pkclp, sino también por su función en la biosíntesis de la pared celular como subunidad
reguladora del complejo de la [3-1,3-glucánsintasa (Qadota el al., 1996).
Se ha propuesto que la activación de la ruta PKC puede producirse en respuesta a
alteraciones mecánicas en la membrana (Kamada el al., 1995). En presencia de defectos en la
pared celular, la membrana plasmática podría ser capaz de “estirarse” y detectar así el
debilitamiento de la pared. De hecho, la ruta PKC se activa en respuesta al tratamiento con
compuestos que producen un estiramiento de la membrana plasmática por insertarse en su
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cara interna. Esta hipótesis también explicaría la activación de la ruta en respuesta a alta
temperatura, ya que esto originaría un aumento en la fluidez de la membrana.
Independientemente de que éste sea el mecanismo que dispara la señalización a través
de esta ruta, se han identificado posibles sensores de las perturbaciones en la superficie
celular. Uno de estos sensores es la proteína SlglpIWsclpñ-lcs77p, que pertenece a una
familia de proteínas homólogas constituida por cuatro componentes (Wsclp-Wsc4p) (Venia
el al., 1997). Slglp es una proteína de membrana de tipo 1, que es necesaria para la activación
de la cascada de MAP kinasas mediada por Slt2p en respuesta a estrés térmico. Sin embargo,
no se conoce aún el mecanismo por el cual la señal es transmitida hacia Pkc Ip. Otro de los
posibles sensores extracelulares es Mid2p, que presenta semejanzas estructurales con Slglp.
Mid2p ha sido localizada en la membrana plasmática, y su presencia resulta esencial para que
se produzca la fosforilación en tirosina de Slt2p tras la exposición a alta temperatura,
calcoflúor y feromonas (Ketela et al., 1999). Además, la deleción de MJD2 reduce la
activación de Slt2p en respuesta a vanadato y choque térmico, aunque no la que se produce en
respuesta a cafeína (Martin el al., 1999). Tampoco en este caso se conoce cómo la señal es
transmitida hacia Pkc Ip. Una posibilidad que se ha propuesto es que sean Rom2p, la GEF de
Rholp, y Tor2p, una fosfatidilinositol-4-kinasa activadora de Rom2p, las proteínas
encargadas de transmitir la señal hacia Rholp (Smits eta?., 1999a).
En cuanto a las dianas de esta ruta reguladora de la integridad celular, se han
identificado varios genes cuya expresión depende de Slt2p (Igual el al., 1996; Zhao el al.,
1998), que codifican enzimas implicadas en la biosíntesis de la pared celular: FKS] y FKS2,
que codifican subunidades catalíticas de la [3-1,3-glucánsintasa, MJ’.WJ, que codifica una a-
1,3-manosil transferasa, GAS], que coditica una (3-1,3-glucanosil transferasa, KRE6,
implicado en la síntesis del 13-1,6-glucano, y CHS3, que codifica una quitín sintasa. No
obstante, la base molecular de esta regulación es aún desconocida. Se han identificado dos
dianas de fosforilación de Slt2p (revisado en Heinisch el al., 1999). Una de ellas es el factor
transcripcional SBF (de SCB-b¡nd¡ng factor), un heterodímero compuesto por las proteínas
Swi4p y Swi6p, que regula el ciclo celular y el crecimiento polarizado, principalmente en la
transición de las fases Cl a S. Los mutantes swi4A y swi6A presentan una pared celular
debilitada, y además, varios genes codificantes de proteínas relacionadas con la biosíntesis de
la pared celular presentan elementos SCB en sus regiones promotoras (Horak el al., 1999;
Igual el al., 1996). El factor SBF participa en la regulación por ciclo celular de genes
implicados en la biosíntesis de la pared celular citados anteriormente (Igual cIa?., 1996). La
otra diana de Slt2p es RlmIp, un activador transcripcional cuya deleción no manifiesta un
fenotipo tan severo como la mutación de otros componentes de la ruta (Watanabe el a?.,
1995). El análisis, mediante microarrays de DNA, de la expresión de todo el genoma de
5. cerevisiae en respuesta a la activación de la ruta PKC ha identificado 23 genes cuya
transcripción está regulada por esta ruta de integridad celular (Jung y Levin, 1999). La
mayoría de estos genes codifican proteínas localizadas en la pared celular o enzimas
implicadas en su biosíntesis, y la regulación de todos ellos, a excepción de FKS2, es
dependiente de Rlmlp.
Recientemente se ha propuesto que una segunda cascada de transducción de señales, a
la que se ha denominado ruta SVG (de STE- Vegetative Growth) podría funcionar, en parte, en
el mantenimiento de la integridad celular de forma paralela a la ruta PKC (Lee y Elion, 1999).
Dicha ruta está constituida por las proteínas Ste2Op, Stel lp, Ste7p, Ksslp y Stel2p (fig. 7), y
regula la expresión de, entre otros genes, FKS2.
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F¡g. 7. Modelo propuesto para la ruta 8VO (STE-
Vegetative Growth) de mantenimiento de la











II. PROTEOMA Y PROTEÓMICA
1. Introducción.
Los rápidos avances conseguidos en la tecnología del DNA están permitiendo la
secuenciación sistemática de los genomas de diversos organismos. En los últimos cuatro años
se ha completado la secuenciación del genoma de varios procariotas, y también de dos
organismos eucariotas (Wilkins el al., 1997; Williams, 1999). La levadura Saccharomyces
cerevisiae fue el primer eucariota unicelular cuyo genoma fue secuenciado (Goffeau el a?.,
1 996b), y recientemente se completó la secuencia de un organismo eucariota pluricelular, el
nematodo Caenorhabditis elegans (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998).
Actualmente están en proceso varias iniciativas adicionales de secuenciación de genomas;
muy pronto veremos las secuencias completas de Drosophila inelanogaster, Arabidopsis
thaI/ana y de otros organismos (Humphery-Smith et al., 1997; Williams, 1999).
Recientemente hemos asistido a un hito histórico, la secuenciación del primer cromosoma
humano completo, el número 22, y se prevé que en el plazo de un año se complete la
secuencia de todo el genoma humano.
Todos estos proyectos de secuenciación a gran escala de los genomas de diversas
especies están proporcionando una ingente cantidad de secuencias de DNA con extraordinaria
rapidez. Sin embargo, aún se desconoce la función biológica de la mayoría de las proteínas
codificadas por los marcos abiertos de lectura detectados, e incluso si realmente éstos se
expresan, en qué condiciones lo hacen, y si el producto génico sufre algún tipo de
procesamiento (Dove, 1999; Humphery-Smith et al., 1997). Así pues, el siguiente paso en la
era post-genómica debe ser esclarecer estas cuestiones y asignar una frnción a los nuevos
ORFs descubiertos.
La Proteómica es uno de los campos que puede ayudar a establecer una conexión entre
las secuencias genómicas y su comportamiento biológico (Blackstock y Weir, 1999; Dove,
1999; Wilkins el a?., 1997), constituyendo una herramienta importante en el análisis funcional
de genes de función desconocida. Su utilidad y aplicabilidad se han puesto de manifiesto por
el extenso número de publicaciones y conferencias que han hecho referencia a esta nueva
disciplina en los últimos años. El término “proteoma” apareció por primera vez en la literatura
en 1995 (Wasinger el al., 1995), y designa el conjunto de PROTEínas expresadas por un
genOMA, una célula o un tejido (Wilkins el al., 1996). La Proteómica consiste, pues, en el
estudio a gran escala de los productos génicos de un genoma desde un punto de vista
dinámico -niveles de proteína, modificaciones post-traduccionales, interacciones entre
proteínas, etc.- con el fin de obtener una visión global e integrada de los procesos celulares
(Anderson y Anderson, 1998; Blackstock y Weir, 1999).
2. Electroforesis bidimensional.
La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) permite separar
hasta miles de proteínas en un solo experimento, y constituye actualmente el método más
eficiente para la separación de mezclas muy complejas de proteínas (Blackstock y Weir,
1999; Celis y Gromov, 1999; Wilkins el al., 1997). Desde su desarrollo en 1975 (OFarrelí,
1975), la técnica ha experimentado importantes progresos que han hecho factible el análisis
proteómico. La Proteómica se desarrolló a partir de la tecnología de la electroforesis
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bidimensional, y ésta continúa y continuará desempeñando un papel clave en los proyectos
proteómicos (Celis y Gromov, 1999; Humphery-Smith el al., 1997).
La electroforesis bidiinensional está basada en una separación de las proteínas en
función de la carga, seguida de una separación en función de la masa molecular. La
separación en la primera dimensión se realiza mediante isoelectroenfoque (IEF), durante el
cual las proteínas son separadas en un gradiente de pH hasta que alcanzan una posición en la
que su carga neta es cero, es decir, su punto isoeléctrico. En una segunda dimensión, las
proteínas son separadas mediante electroforesis en presencia de SDS (Laemmli, 1970). La alta
resolución de la técnica se debe a que las dos separaciones se basan en parámetros
independientes.
La innovación clave para la electroforesis bidñnensional fue el desarrollo de geles con
un gradiente de pH inmovilizado (IPO) (Bjellqvist el al., 1993a; Bjellqvist el al., 1993b). El
gradiente de pH inmovilizado elimina los problemas de inestabilidad del gradiente y baja
capacidad de carga que iban asociados a los gradientes de pH preparados con anfolitos carrier
(Celis y Gromov, 1999; Wilkins el al., 1997). En los geles con IPO, el gradiente es generado
por las llamadas “inniobilinas”, y está co-polimerizado con la matriz de acrilamida del gel.
Este sistema ha permitido mejorar enormemente la resolución y reproducibilidad de los geles,
asi como aumentar la cantidad de proteina que puede ser cargada (Bjellqvist el al., 1993a;
Bjellqvist el al., 1993b). La reproducibilidad conseguida con los IPOs ha hecho posible
incluso la comparación de mapas entre distintos laboratorios, facilitando así el intercambio de
información (Blomberg el al., 1995; James, 1997). Por otra parte, la posibilidad de realizar
separaciones preparativas aumenta las probabilidades de éxito en análisis posteriores
(Humphery-Smith el al., 1997).
Existen además otras áreas en las que también se han realizado avances importantes
(Celis y Gromov, 1999; Wilkins el al., 1997). La solubilización de las muestras es un proceso
clave en la electroforesis bidimensional. La incorporación de nuevos aditivos ha mejorado la
solubilización de las proteínas durante el isoelectroenfoque, facilitando la transferencia de las
mismas al gel en la segunda dimensión (Herbert, 1999). El hecho de que los geles con IPO
comerciales se suministren en forma deshidratada, y la posibilidad de aplicar la muestra en
cualquier punto de los mismos permitieron la puesta a punto de un procedimiento para cargar
ésta durante la rehidratación del gel, que evita la pérdida de muestra por precipitación en el
pocillo, permitiendo cargar cantidades mucho mayores de proteína (Sánchez eta?., 1997). Por
otra parte, se han desarrollado IPOs en intervalos estrechos de pH, con lo cual es posible
aumentar la resolución en una zona determinada (Righetti y Bossi, 1997). La combinación de
éstos con el procedimiento de carga anteriormente descrito incrementa aún más la capacidad
de los geles.
Por último, parece claro que con el fin de reducir la complejidad de las separaciones
bidimensionales de extractos celulares completos, existe una tendencia a realizar
fraccionamientos subcelulares previos (Celis y Gromov, 1999; Herbert, 1999). Esta estrategia
puede además facilitar la detección de proteínas presentes en bajo número de copias, como
suele ser el caso de proteínas reguladoras.
En cuanto a la detección, tradicionalmente se ha venido empleando el marcaje
radiactivo o la tinción con azul de Coomassie, o con plata, para conseguir mayor sensibilidad
(Wilkins el al., 1997). Recientemente se ha desarrollado un método de tinejón de plata
superficial compatible con la digestión proteica y la espectrometría de masas (Shevchenko el
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al., 1996b), aunque el umbral de detección no es tan sensible como el conseguido con los
protocolos más usuales. Asimismo se han comenzado a usar tinciones y marcajes
fluorescentes, que presentan una sensibilidad comparable a la de la plata, y también permiten
el análisis posterior de las proteínas mediante espectrometría de masas (Celis y Oromov,
1999; Fey el al., 1997; Valdés eta!; Wilkins eta!., 1997).
3. Caracterización de proteínas.
En los proyectos proteómicos la identificación de proteínas es esencial. La
identificación implica asignar un nombre o una entrada de una base de datos a cada proteína o
mancha proteica de un gel, para de esta forma unir genoma y proteoma (Wilkins eta!., 1997).
Es el primer paso para otros estudios que suponen en última instancia la caracterización
funcional. Además, en el caso de los geles bidimensionales, la identificación de las manchas
proteicas conduce a la creación de “mapas de referencia”, que defmen las proteínas
expresadas por un organismo o tejido en unas condiciones determinadas. En el ámbito
molecular, la identificación de proteínas a partir de geles bidimensionales contribuye a
verificar la información generada en los proyectos de secuenciación, permitiendo, por
ejemplo, confirmar predicciones de marcos abiertos de lectura.
Las proteínas pueden ser identificadas por diversos procedimientos, entre los que se
incluyen la secuenciación del extremo N-terminal, detección con anticuerpos específicos,
composición de aminoácidos, comigración con proteínas conocidas, y sobreexpresión y
deleción de genes (Garrels el al., 1994; Humphery-Smith el al., 1997; Sagliocco et al., 1996;
Wilkins el al., 1997). Todos estos métodos generalmente son lentos, trabajosos, o caros, y por
tanto no resultan apropiados para su utilización como estrategias a gran escala.
Debido a su rapidez y elevada sensibilidad, y a los grandes avances conseguidos en su
automatización (Patterson, 1998), la espectrometría de masas se ha convertido en el método
de elección para la identificación de proteinas a gran escala, el primer paso en el estudio del
proteoma de distintos organismos (Wilkins et al., 1997), siendo también posible la
caracterización de modificaciones post-traduccionales que pueden presentar relevancia
fisiológica, tales como la glicosilación y la fosforilación (Blackstock y Weir, 1999; Wilkins et
al., 1997; Williams, 1999). La estrategia general empleada para la identificación a gran escala
de proteínas mediante espectrometría de masas (Shevchenko el al., 1996) se muestra en la
figura 8.
4. Análisis de proteínas mediante estrategias basadas en la espectrometría de masas.
El propósito del presente apartado es realizar un breve resumen explicativo de una
técnica que ha experimentado un gran auge en los últimos años, la espeetrometría de masas, y
sus aplicaciones en el análisis de proteínas. Se ha hecho énfasis en aquellas tecnologías
dedicadas a la identificación de proteínas que han sido empleadas en este trabajo. Las
referencias citadas son en su mayoría revisiones recientes que pueden proporcionar
información más detallada.
Los últimos diez años han contemplado un avance espectacular en el campo de la
espectrometria de masas respecto a su utilización como complemento al campo de la
Biología. Más concretamente, en la actualidad la espectrometría de masas representa una
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Fig. 8. Estrategia general para la identificación de proteínas mediante espectrometrí a de masas.
Modificado de Shevchenko et al., 1997.
herramienta de considerable interés para el análisis de la estructura primaria de péptidos y
proteínas. Su uso se ha ido extendiendo en los últimos tiempos, debido a la capacidad de la
técnica de solventar problemas no abordables mediante otras técnicas químicas tradicionales.
La espectrometría de masas permite determinar la masa molecular de péptidos y proteínas con
gran exactitud, usando una pequeñísima cantidad de muestra, del orden de femtomoles.
Además, esta técnica es capaz de proporcionar secuencias aminoacídicas a partir de péptidos,
incluso si éstos están presentes en una mezcla, e independientemente de que posean
modificaciones, mostrando también en este análisis una elevada sensibilidad.
Electroforesis bidimensional
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4.1. Espectrometría de masas. Fundamentos técnicos.
La espectrometría de masas es una técnica analítica que consiste en la formación de
iones en fase gaseosa a partir de moléculas sin carga, y la determinación de sus masas
moleculares. Los espectrómetros de masas están formados esencialmente por una fuente de
ionización y un analizador/detector de masas. Los iones son separados en el analizador en
función de la razón entre su masa y su carga (m/z), y detectados, obteniéndose un espectro de
masas, que es la representación de la abundancia de los iones frente a sus valores de miz.
En la última década se han desarrollado métodos de ionización suaves, que han hecho
posible el análisis de grandes biomoléculas no volátiles (Roepstorft 1997). Las técnicas más
empleadas hoy en día para el análisis de proteínas y péptidos son la ionización mediante
electrospray (ESI, electrospray ¡onisation) y la ionización por desorción mediante láser
asistida por matriz (MALDI, matrix-assisted laser-desorptton ¡onisation), introducidas en
1988 (Can y Annan, 1997). Además del desarrollo de estos dos procedimientos de ionización,
otras teenologias introducidas recientemente han contribuido a la mejora del funcionamiento y
al incremento en la sensibilidad de las espectrometrías de masas ESI y MALDI. Entre estos
avances cabe destacar, en primer lugar, el perfeccionamiento de procedimientos para la
purificación de muestras en pequeña escala (microescala), tales como la extracción de
péptidos procedentes de la digestión enzimática realizada en los propios geles, el uso de
resinas empaquetadas en capilares, que permiten purificar entre 1 y 5 ~il de muestra, y la
utilización de HPLC en pequeña escala, con columnas de diámetro interno menor de 1 mm.
En segundo lugar, el desarrollo de fuentes de electrospray de flujo ultra-lento (<50 nI/mm.),
que permiten prolongar el tiempo de análisis de la muestra, y por último, el diseño de diversas
estrategias de búsqueda por ordenador, que conduzcan a la identificación de proteínas en las
bases de datos de proteínas y DNA a partir de los datos proporcionados por la espectrometría
de masas (revisado en Carr y Annan, 1997; Wilkins eta?., 1997).
4.1.1. Espectrometría de masas MALDI-TOF.
En la espectrometría de masas de tipo MALDI los iones se originan a partir de una
muestra sólida. Las moléculas de la muestra son co-cristalizadas con un exceso de una matriz,
un compuesto orgánico que absorbe gran cantidad de radiación UV. Las moléculas de
proteínas o péptidos son ionizadas mediante pulsos de un láser Uy sobre la muestra.
Normalmente la ionización de tipo MALDI se asocia en los espectrómetros de masas a
detectores de tipo TOF (Time-of-Flight). Los iones formados son acelerados mediante un
campo eléctrico muy intenso y se hacen pasar a un tubo, al final del cual se encuentra e]
detector. El tiempo que tarda un ion en llegar al detector depende de su masa, por lo que el
valor ni/z de cada ion puede ser calculado a partir de la medición del tiempo que tarda en
llegar al detector (Patterson y Aebersold, 1995).
La espectrometría de masas MALDI-TOF es extremadamente útil para el análisis de
péptidos. Este tipo de ionización produce principalmente iones con una sola carga. La fácil
interpretación de los espectros, la rapidez del análisis, junto con la alta sensibilidad de la
técnica y la tolerancia a la presencia de sales en la muestra, hacen de ésta una técnica de
elección para el análisis de digestiones enzimáticas de proteínas (Carr y Annan, 1997).
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4.1.2. Espectrometria de masas con ionización mediante electrospray (ESI MS).
En este tipo de espectrometría, los iones se forman a partir de una muestra en solución,
que se vaporiza haciéndola pasar a través de una fina aguja a la que se aplica una alta
diferencia de potencial. Las gotas cargadas pasan a una zona de potencial más bajo, y son
desolvatadas, adquiriendo protones las moléculas de la muestra, y dando lugar a iones con
carga múltiple. Los iones se dirigen hacia el analizador y detector de masas, que suele ser de
tipo cuadrupolo o triple cuadrupolo. La sensibilidad de esta técnica es algo menor que cuando
se emplea la ionización de tipo MALDI (Patterson y Aebersold, 1995). Sin embargo, la
exactitud de las medidas en ESI-MS es superior, consiguiéndose de forma rutinaria una
precisión del 0.01% (Carr y Annan, 1997).
Con frecuencia, los espectrómetros de masas de este tipo están conectados on-line a un
equipo de cromatografia líquida (LC-MS). Ello es debido a que el disolvente de elección para
las muestras destinadas a ser analizadas mediante espectrometría de masas son soluciones de
solventes orgánicos volátiles en agua, con pequeñas cantidades de un ácido o una base volátil,
es decir, los mismos con los que se consigue una separación óptima de péptidos o proteínas
mediante cromatografla líquida en fase reversa. El hecho de conectar ambas técnicas reduce o
elimina la necesidad de fraccionar mezclas complejas antes de su análisis, evitando pérdidas
de muestra. Además, la columna de cromatografia puede optimizarse para que la muestra a
analizar eluya con una concentración elevada a un flujo muy lento, incrementando
enormemente la sensibilidad de la espectrometría de masas.
El último avance de la espectrometría de masas ESI-MS ha sido la introducción de
microcapilares de borosilicato recubiertos de oro para la inyección de la muestra en el
espectrómetro (Wilm et al., 1996). Esta técnica, a la que se ha denominado
“nanoelectrospray”, permite analizar volúmenes de muestra de 1-2 k1 durante un periodo de
tiempo de unos 30 minutos. Ello resulta en una optimización de la señal por reducción del
mido, y la posibilidad de llevar a cabo espectrometría de masas en tándem en un equipo de
tipo cuadmpolo, para determinar la secuencia aminoacídica de péptidos. La sensibilidad
conseguida es del orden de femtomoles (Wilm eta?., 1996).
4.2. Estrategias de identificación de proteínas mediante EM.
4.2.1. “Huella” de masas peptídicas.
La “huella peptídica” de una proteína, es decir, el conjunto de masas peptídicas
generadas tras la digestión específica de una proteína, constituye una de las estrategias para la
identificación de proteínas. La proteína de interés, normalmente aislada o purificada mediante
electroforesis, es fragmentada, bien química o enzimáticamente, y la mezcla de péptidos
resultante es analizada mediante espectrometría de masas MALDI-TOF para determinar sus
masas. Se genera así un conjunto de masas peptídicas, que constituye una huella característica
de esa proteína (Patterson y Aebersoid, 1995). Se han desarrollado diversos algoritmos que
comparan los conjuntos de masas peptídicas experimentales con las masas peptídicas teóricas
calculadas para cada una de las proteínas presentes en una base de datos, muchos de los cuales
están a disposición de la comunidad científica a través de Internet. La coincidencia de un
número de masas peptídicas experimentales y teóricas conduce a la identificación de la
proteína analizada. La base de este método para que la identificación sea fiable es la exactitud
en la medida de las masas peptídicas. A mayor exactitud, mayor es la confianza en la
identificación asignada. Para que una proteína sea identificada de forma concluyente, Mann y
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colaboradores proponen que al menos cinco masas peptídicas experimentales tienen que
coincidir con las teóricas, estableciendo un margen de error de 50 ppm, y siendo la cobertura
de la secuencia un mínimo de un 15% (Mann el aL, 1993).
Como ya se ha comentado, la espectrometría de masas MALDI-TOE es la técnica de
elección para la determinación de las masas de los péptidos procedentes de la digestión de una
proteína. La tripsina es el reactivo más empleado en las digestiones enzimáticas, por su alto
grado de especificidad. Esta enzima corta por detrás de aminoácidos básicos, lisina o arginina,
siempre que el residuo inmediatamente posterior no sea prolina. Los productos de la autólisis
de la tripsina pueden ser utilizados como patrones internos para calibrar el espectrómetro (M.
Ward, comunicación personal). La exactitud que se consigue en la medida de las masas
peptídicas utilizando esta técnica es muy grande, pudiendo llegar a ser del orden de 0.01-
0.05% cuando se combinan la extracción retardada de iones y un detector de tipo TOF en
modo reflector (Roepstorft 1997). La sensibilidad de la técnica está en el nivel de sub-
picomol; existen en la literatura trabajos que describen sensibilidades del orden de decenas de
femtomoles (Shevchenko eta?., 1996a; Wilm eta?., 1996).
Entre los defectos que puede presentar esta estrategia de identificación están la falta de
un número suficiente de péptidos que permitan una identificación concluyente, debida a
pequeñas cantidades de muestra, y cambios no esperados en los valores de ,n/z, como
consecuencia de modificaciones de las proteínas, como glicosilación o fosforilación (Dongré
el al., 1997). Por supuesto, el requisito fundamental para este análisis es que la proteína en
cuestión esté presente en las bases de datos, por lo que este método es ideal para la
identificación de proteínas procedentes de organismos cuyo genoma está totalmente
secuenciado, o al menos, cuyas proteínas mayoritarias lo están. Desde la secuenciación del
genoma completo de S. cerevistae (Goffeau el al., 1996b), algunos grupos han abordado la
identificación sistemática del proteoma de esta levadura mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF (Larsson el a?., 1997; Sagliocco el aL, 1996; Shevchenko el a?., 1996),
demostrando su aplicabilidad para conectar genoma y proteoma. En otras ocasiones, sin
embargo, ¡a búsqueda en las bases de datos puede conducir a la identificación de una proteína
homóloga procedente de otra especie, lo cual, si se verifica mediante otros datos, puede
resultar muy útil en organismos poco caracterizados genéticamente (Cordwell el al., 1995;
Pardo ela?., 1999).
4.2.2. Espectrometria de masas en tándem y su aplicación al análisis de
secuencias peptidicas.
El criterio más determinante para la identificación de proteínas es una secuencia
aminoacídica. Esta información puede ser obtenida mediante la espectrometría de masas en
tándem (MS/MS). Un espectrómetro de masas en tándem consiste en dos analizadores de
masas separados por un dispositivo de activación de iones. Habitualmente el equipo empleado
es un espectrómetro con fuente de ionización por electrospray y detector de tipo triple
cuadrupolo. Este diseño permite separar un ion determinado usando el primer analizador,
inducir su disociación, y analizar los productos resultantes en el segundo analizador (Patterson
y Aebersold, 1995). La técnica más empleada para la fragmentación de iones peptídicos es la
disociación inducida por colisión (CID, collision-induced dissociaíion), que supone el choque
de los iones a baja velocidad con un gas inerte como el argón. En estas condiciones, el ion
elegido (denominado ion precursor) se fragmenta por los enlaces peptídicos, dando lugar a
una “escalera” de iones peptídicos, cuyas masas son detectadas en el segundo analizador




del péptido del cual proviene, y la posición que ocupa dentro de éste (también deducible del
espectro MS/MS), constituye lo que se ha llamado sequence tag (fig. 10). A estos tres
criterios se puede añadir la especificidad de corte de la enzima. Esta “etiqueta de secuencia”
es empleada para realizar las búsquedas en las bases de datos, que con frecuencia dan como
resultado una única entrada (Shevchenko el a?., 1997), identificándose así la proteína de
forma concluyente.
5. Aplicaciones.
En resumen, la Proteómica constituye un nuevo campo surgido de las sustanciales
mejoras conseguidas en la separación de proteínas de forma semipreparativa y en la
sensibilidad de los métodos de caracterización de proteínas. Son de destacar igualmente los
avances en bioinformática, incluyendo el análisis de imagen, creación y conexión de bases de
datos, e interpretación de los datos procedentes de espectrometía de masas, que están
permitiendo analizar e integrar de manera mucho más eficaz toda la información generada.
Respecto a la aplicación de la Proteómica en el estudio de S. cerevisiae, se han
publicado varios mapas bidimensionales de extractos citoplasmáticos (Garrels et a?., 1997;
Perrot el al., 1999; Sánchez el a?., 1996), disponibles a través de Internet, en incluso se han
realizado análisis proteómicos de la respuesta de este microorganismo a diversas condiciones
de estrés (Godon el al., 1998; Norbeck y Blomberg, 1997a). Está en marcha un proyecto
europeo con base en el Centre for Proteome Ánalysis (Odense, Dinmarca), uno de cuyos
objetivos es la creación de mapas bidimensionales e identificación de todas las protínas de
diversos orgánulos de esta levadura, como membrana plasmática, ribosomas, aparato de Golgi
o núcleo. Asimismo, otra de las iniciativas del proyecto consiste en el análisis proteámico de
los mutantes generados en el proyecto europeo de análisis funcional EUROFAN.
Además de proporcionar información básica molecular sobre el estado celular, la
Proteómica tiene también aplicación en el ámbito clínico y biomédico (Blackstock y Weir,
1999; Celis y Gromov, 1999; Wilkins el al., 1997). La posibilidad de visualizar de forma
global las proteínas expresadas por un tejido o fluido corporal mediante 2-DE ha permitido la
identificación de marcadores o patrones proteicos de diversas enfermedades (Aanstoot el a?.,
1996; Celis y Gromov, 1999; Rasmussen el a?., 1996; Wilkins el al., 1997; Young y Tracy,
1995; Zerr el a?., 1996), conduciendo en algunos casos al desarrollo de nuevas pruebas de
diagnóstico. Asimismo, la estrategia proteómica también ha sido empleada en el campo de la
investigación farmacéutica y la toxicología, ya que permite evaluar cambios cuantitativos en
la expresión de proteínas o modificaciones post-traduccionales producidos como
consecuencia de tratamientos con medicamentos, hormonas o tóxicos (Aicher el al., 1998;
Anderson el aL, 1995; Gravel el al., 1996). Otra de las aplicaciones que se derivan de esta
tecnología es la identificación de proteínas de agentes infecciosos que son reconocidas por el
sistema inmune. El enfrentamiento de mapas 2-DE de un organismo infeccioso con sueros de
pacientes infectados por el mismo conduce a la detección de proteínas inmunogénicas (Pitarch
el al., 1999; Sánchez-Campillo el aL, 1999; Wilkins el al., 1997), que evidentemente pueden
ser potenciales candidatos para el desarrollo de vacunas.
Parece claro, pues, el enorme potencial de la investigación proteómica en el análisis de
los sistemas biológicos, a pesar de las limitaciones que aún presenta este campo (Blackstock y
Weir, 1999; Celis y Gromov, 1999; Haynes el al., 1998; Wilkins el al., 1997). Los últimos
años han asistido igualmente al desarrollo de herramientas enormemente sofisticadas para el
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análisis de la expresión génica, como los microarrays de DNA, que permiten el estudio de los
patrones de expresión del mRNA a gran escala, originando lo que se ha dado en llamar
Transcriptómica, por analogía con Genómica y Proteómica. Dado que la correlación entre la
expresión de mRNA y proteínas es escasa (Anderson y Seilhamer, 1997; Gygi el al., 1999;
Haynes el a?., 1998), ambas deben complementarse. La combinación e integración de todas
estas nuevas tecnologías constituye una herramienta muy poderosa para avanzar en la
comprensión de mecanismos celulares básicos, de la base molecular de la génesis y







Una de las líneas de investigación del Departamento es el estudio de la pared celular
fungica, con arreglo a lo cual el Departamento forma parte del Nodo de Pared Celular y
Morfogénesis del proyecto europeo EUROFAN para el análisis funcional del genoma de
S. cerevisiae. Dentro de este marco se engloba el trabajo expuesto en la presente memoria,
para el que se plantearon los siguientes objetivos:
1. Análisis mediante electroforesis bidimensional de las proteínas secretadas por
protoplastos de S. cerevisiae en condiciones de regeneración en medio líquido, e
identificación de las mismas para la obtención de un mapa de referencia que permita realizar
análisis comparativos de mutantes afectados en la pared celular.
2. Caracterización funcional del gen PSTJ de S. cerevisiae, que codifica una proteína
de función desconocida que es secretada por los protoplastos en condiciones de regeneracion.
3. Estudio de la presencia de determinadas enzimas glicolíticas en la superficie








Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo se muestran en la tabla II. La cepa
de Eseherichia col? empleada en los trabajos de Biología Molecular fue DJzISaF’ (Hanahan,
1983), cuyo genotipo es el siguiente: K-12 A(lacZYA-argF)U169 deoR supE44 íhi-1 recAí
endA 1 hsdRl7 gyrA96 reíA 1 (480?acZAM15)F’.
Tabla II. Cepas de 5’. cerevisiae utilizadas en este trabajo.





























MA Fa SUC2mal me! gal2 CUPI
MA Fa/a ura3-52/ura3-52 leu2M/LEU2 his3A200/H183
IrplA63/TRPI GAL2/GAL2
MATa ura3-52 trpIA63 leu2AI his3/3200
M4Ta ura3-52 trpl/x63 leu2M hisSAQOOpstl/v:kanMX4
MA Fa/a PSTI/pstl&:kanMX4
MATa (iRAS LEU2 HJSS trplAóSpsll&.kanMX4
MATa uraS-52 LEU2 TRPI HISSpst¡/xskanMx4
MATa (iRAS LEU2 trplA63 bisS/x200pstJA::kanMX4
MATa (iRAS LEU2 TAPI HJS3pstiA::kanMX4
MATa/apstlA::kanMX4/pstlA::kanMX4
MAFa/a pstlAskanMx4/pstlA::kanMX4
MATa dr0 leu2Ai uroS-52 lñsS -100 lys2-SOla ade2~ gaiS ecmSi
MATa uraS-52 HISS leu2Al LYS2 trpl/x65 YBRO78w::kanMK4
MA Fa pstlA::kanMX4 ecmSSA:: kanMX4
MAfa psíi&:kanMY4 ecmSSA:: kanMX4
MATa psU/v:kanMX4 ecmSS/x:: kanMX4
AdA Fa kre6/v:111S3 bid leu2 can]
MATa uraS-52 HISS leu2Al LYS2 FRPI YDROS5w::kanMX4
MATa/a KRE6/kreó/x: :HISS PSTIIpsé’JA::kanMX4
MA Faflcsl/xsHISS uroS-52 hisS/x200 leu2M trpl/x65 lys2A202
MATa/a FKSJ/flai&:HISS PSTI/pstlA::kanMX4
MA Fa/a J~KS1/jks1A::I-I1SS PSTI/pstlAskanMX4
MATa gasl/v:LEU2 uraS-52 hisSA200 leu2Al trpl/x6S lys2A202
MATa/a GASI/gasl&:LEU2 PSFI/pstlA::kanMX4
MATa/a GASJ/gasl/v:LEU2 PSFI/psíIA::kanMX4
MATa hisS-11,IS leu2-S,112 trpl-l ade2-l can/-lOO hspISOA::URAS


























(Ram el al., 1998)
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.
2.1. & cerevisiae.
Los medios empleados para el crecimiento de 8. cerevisiae fueron los siguientes:
• YPD, medio rico empleado de forma rutinaria para el crecimiento de levaduras: 20 ~l de
glucosa, 20 g/l de peptona, 10 gí de extracto de levadura. Cuando se pretendía inducir la
enzima invertasa, se disminuyó la concentración de glucosa a 0.5 gIl.
• SD, medio mínimo: 20 gIl de glucosa, 5 g/l de sulfato amónico, 1.7 gIl de base nitrogenada
(Difco), 70 mIll de mezcla concentrada de aminoácidos.
• MPE, medio de pre-esporulación: 50 g/í de glucosa, 10 g/l de extracto de levadura, 30 gIl
de extracto de carne.
• ME, medio de esporulación: 10 g/l de acetato potásico, 1 gIl de extracto de levadura,
0.5 gIl de glucosa, suplementado con los aminoácidos requeridos por la cepa en las mismas
concentraciones que en cl medio SD. El medio dc esporulación liquido llevaba 10 gIl dc
acetato potásico y 0.05 gIl de acetato de zinc, más los aminoácidos necesarios (Brachmann el
a?., 1998).
• YPS-Antimicina A, medio rico con sacarosa como única fuente de carbono: 20 gIl de
sacarosa, 20 gIí de peptona, 10 g/l de extracto de levadura. La sacarosa se preparó por
separado, se esterilizó por filtración y se añadió al medio una vez atemperado. La antimicina
se añadió a una concentración final de 1 mg/l, una vez esterilizado y atemperado el medio.
• MB, para determinar la sensibilidad a toxina killer: 30 gIl de glucosa, 10 gIl de peptona,
10 gIl de extracto de levadura, tamponado con citrato sódico al 3%, pH 4.7, y suplementado
con azul de metileno a una concentración de 0.003%.
Para la preparación de estos medios en forma sólida se añadió 20 g/l de agar a su
composición.
La mezcla concentrada de aminoácidos contiene 147 mg/ml de adenina, uracilo, L-
triptófano, L-histidina, L-arginina y L-metionina; 221 mg/ml de L-tirosina, L-leucina, L-
isoleucina y L-lisina; 368 mg/ml de fenilalanina; y 736 mg/ml de L-glutámico, L-aspártico, L-
valina, L-treonina y L-serina. Esta mezcla puede variar según el experimento, eliminándose
de su composición los aminoácidos utilizados en la selección de plásmidos transformantes.
Las cepas de 5’. cerevisiae se incubaron normalmente a 280C.
2.2. Adición de compuestos a los medios de cultivo.
Para la realización de determinadas pruebas fenotípicas, en ocasiones fue necesario
añadir diversos compuestos al medio de cultivo. Éstos fueron los siguientes:
• Blanco de Calcoflúor: Se preparó una solución madre de concentración 10 mg/mí, que se
añadió al medio, una vez esterilizado y atemperado, para conseguir la concentración final
deseada (hasta 40 ¡ug/ml).
• Rojo Congo: Se añadió la cantidad necesaria de una solución madre a 10 mg/ml al medio
esterilizado y atemperado, preparándose placas con 100 4g/ml.
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• Cafeína: La cafeína se esterilizó por separado y se adicionó a un volumen equivalente de
medio YPD preparado a concentración doble, para conseguir la concentración final deseada
(de 1 a 1.75 mg/mí).
• Higromicina B: Se añadió la cantidad necesaria, disuelta en un pequeño volumen de agua
estéril, al medio esterilizado y atemperado. Se prepararon placas con concentraciones de 75 y
100 gg/ml.
La geneticina empleada para la selección de clones que llevaban el marcador kanT fue
añadida al medio esterilizado y atemperado, a una concentración fmal de 200 mgll.
2.3. E. coil.
Los medios empleados para el cultivo de E. co?i, incubada de forma rutinaria a 370C,
fueron los siguientes:
• LB (Luria-Bertani): 10 gIl de triptona, 5 gIl de extracto de levadura, 5-10 gIl de cloruro
sódico.
• 2xYT: 16 g/l de triptona, 10 gIl de extracto de levadura, 5 g/í de cloruro sódico.
Al igual que en el caso anterior, se añadió 20 gIl de agar para obtener estos medios en
forma sólida. Cuando fue necesario para la selección de plásmidos, se añadió al medio
ampicilina o kanamicina a concentración final de 100 mg/l
3. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS.
3.1. Determinación del crecimiento.
3.1.1. Turbidimetría.
El crecimiento de los cultivos se determinó mediante la medida de la turbidez de los
mismos, por lectura de la densidad óptica a 600 nm en un espectrofotómetro
Beckman DU 640. Las muestras se diluían convenientemente de manera que su absorbancia
se encontrara en un intervalo de valores tal que existiera linealidad entre la lectura de
densidad óptica y el número de células.
3.1.2. Recuento de células.
La determinación de la concentración de células de S. cerevisiae en un cultivo se llevó
a cabo por recuento en una cámara Neubauer mediante observación microscópica directa en
un microscopio de contraste de fases. La concentración de células se obtenía tras multiplicar
el número de células contado en los 16 cuadrados de un cuadrante (0.1 mm3) por la dilución
contada y por 1 o~.
3.2. Genética clásica.
3.2.1. Obtención de diploides.
Se empleó la técnica descrita por Fink (Fink, 1971). Cuando los marcadores de las dos
cepas cruzadas lo hicieron posible, el aislamiento de los diploides se realizó estriando la
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mezcla de ambas cepas, al cabo de al menos 5 horas de contacto, en un medio selectivo, de
forma que sólo fuera posible el crecimiento de las células diploides, pero no el de las
haploides. En aquellos casos en que esto no fue posible, el aislamiento de diploides se realizó
mediante micromanipulación, utilizando un micromanipulador Leitz acoplado a un
microscopio Wild de contraste de fases. La micromanipulación se llevó a cabo sobre láminas
de medio sólido YPD, que posteriormente fueron incubadas sobre placas del mismo medio a
280C durante 3 días, tras lo cual las colonias de los diploides se hacían visibles.
3.2.2. Esporulación.
Cuando se requería la esporulación de algún diploide, éste se sembró en placas de
medio de pre-esporulación y se incubó a 280C durante un día. Una vez crecido, se pasó a
medio de esporulación sólido, incubándose a 40C durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, la
placa se pasó a 280C, incubándose a esta temperatura durante un periodo de tiempo variable
entre 4 y 10 días. La presencia de ascas se puso de manifiesto mediante observación
microscópica en un microscopio de contraste de fases. Dada la baja frecuencia de
esporulación de las cepas FY1679 y TA405, en ocasiones fue necesario realizar la
esporulación en medio líquido (Brachmann el al., 1998).
3.2.3. Disección de ascas.
La disección de ascas se llevó a cabo con arreglo al método descrito por Johnston y
Mortimer (Johnston y Mortimer, 1959). La digestión de las paredes de las ascas se realizó con
Glusulasa® a una concentración del 10% durante un tiempo comprendido entre 10 y 15
minutos En la separación de ascosporas se utilizó el micromanipulador citado anteriormente.
3.3. Técnicas de microscopia.
3.3.1. Microscopia de contraste de fases.
Las muestras de levaduras se observaron en montaje húmedo, en un microscopio
Nikon Optiphot, empleando un objetivo de contraste de fases 40 X y un ocular 10 X.
3.3.2. Microscopia electrónica de barrido.
Las muestras de células enteras, protoplastos recién preparados o protoplastos en
regeneración (preparados según se describe en el apartado 5.2.) fueron fijadas añadiendo un
volumen igual de una solución de glutaraldehido al 10% en cacodilato sádico 0.4 M, pH 7.2,
de manera que la concentración final fuera de glutaraldehido al 5% y cacodilato sádico 0.2 M
(Tiedt el al., 1987; Williams y Veldkamp, 1974). La fijación se llevó a cabo a temperatura
ambiente durante 90 minutos. A continuación las muestras fueron filtradas a través de un
filtro Fluoropore de 0.2 um (Millipore) y lavadas con sorbitol 1 M. Las células fueron
deshidratadas mediante incubaciones sucesivas en soluciones de concentraciones crecientes
de etanol (20, 30, 50, 70,80, 90 y 100%). El etanol fue reemplazado por CO
2 puro y las
muestras fueron recubiertas con oro. Las muestras fueron examinadas y fotografiadas en un
microscopio electrónico JEOL JSM-6400, en el Centro de Microscopia Electrónica “Luis




Para la preparación de muestras se siguió básicamente el protocolo descrito
originalmente por Pringle (Pringle el a?., 1991). Las células fueron fijadas con formaldehido
al 3.7% durante 2 horas, y los esferoplastos se prepararon mediante el tratamiento con 300 ~tg
de zimoliasa en una solución de fosfato potásico 50 mM, pH 6.8, con sorbitol 1.2 M. Pstlp-
myc fue detectada mediante la incubación con el anticuerpo monoclonal anti-c-myc 9E10
(BAbCo, Richmond, CA) a dilución 1:5000 durante 2 horas, y la incubación sucesiva con un
anticuerpo secundario anti-IgG de ratón marcado con Cy3 (Sigma), a dilución 1:1000. Las
muestras fueron observadas en un microscopio confocal MRC-1024 (Bio-Rad, Hempstead,
Reino Unido), en el Centro de Citometría de Flujo de la Universidad Complutense de Madrid.
3.4. Mutagénesis con radiación ultravioleta.
La cepa a mutagenizar se incubó en medio selectivo a 300C durante 48 horas. A
continuación se hicieron las diluciones convenientes del cultivo, y se sembraron 1000 células
por placa. Esta siembra se realizó por extensión en placas de medio selectivo (medio mínimo
sin leucina). Las placas fueron irradiadas con una lámpara de luz UV de longitud de onda
254 ¡mi, aplicándose una dosis de 1200 erg/mm2. Tras la irradiación las placas fueron
incubadas en oscuridad a 240C hasta la aparición de colonias de tamaño suficiente para ser
replicadas.
3.5. Determinación de la sensibilidad a un compuesto mediante la siembra de diluciones
en gotas.
Los cultivos se crecieron durante 16 horas, transcurridas las cuales se midió su
densidad óptica, y se realizaron las diluciones necesarias para igualar todos los cultivos a
ensayar a una densidad óptica de 0,5. A partir de esta dilución se realizaron tres diluciones
sucesivas al 10% de cada cultivo. A continuación se colocaron gotas de 3 ¡.11 de cada una de
las diluciones preparadas en las placas suplementadas con los compuestos a ensayar. En todos
los casos se sembró una placa control de YPD o SC. Las placas se incubaron durante 48
horas, transcurridas las cuales se observaron los resultados.
3.6. Determinación de la sensibilidad a toxina killer.
Las cepas k¡ller empleadas fueron 5’. cerevisiae T158C/Sl4a, productora de toxina Kl,
y Pichia ¡nrakii, productora de toxina K9. Las cepas a ensayar y las cepas kil/er fueron
incubadas en YPD durante 18 horas, hasta alcanzar la fase estacionaria. A continuación se
inocularon 15 pi de los cultivos de las cepas a ensayar en tubos con 20 ml de medio MB,
atemperado a 450C, vertiéndose inmediatamente en placas Petri. Una vez solidificadas las
placas, se colocaron sobre ellas tres gotas por placa de 5 jul de la cepa productora de toxina.
Las placas fueron incubadas a 200C durante 4 días, transcurridos los cuales se midió el halo
de inhibición provocado por la cepa killer alrededor de cada gota.
4. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR.
En las manipulaciones de DNA se han seguido los protocolos convencionales para
extracción de DNA plasmídico de E. colí y su purificación, restricción y ligación de DNA, así
como en la preparación de geles de agarosa para su visualización (Ausubel et al., 1993;
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Sambrook el al., 1989). Las enzimas de restricción, DNA ligasa, T4 DNA polimerasa,
fosfatasa alcalina y Klenow proceden de la casa Boehringer Mannhein. Como patrón de pesos
moleculares se empleó 1 Kb Plus DNA Ladder (Gibco).
Para la elución de fragmentos de DNA a partir de los geles de agarosa se utilizaron los
kits Sephaglas (Pharmacia Biotech) o Gene Clean (BiolOl). Cuando el tamaño de los
fragmentos era muy pequeño (=300 pb), el DNA se purificó utilizando lana de vidrio.
4.1. Plásmidos.
Los plásmidos originales empleados para la realización de este trabajo se describen en
la tabla III. Los plásmidos construidos durante la misma se describen en la tabla IV.
4.2. PCR.
La amplificación de DNA mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizó en un aparato DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer), de acuerdo a los protocolos
básicos descritos en los manuales de Biología Molecular (Ausubel el al., 1993; Sambrook el
al., 1989). En ocasiones la PCR se llevó a cabo sobre células, según el protocolo descrito por
Huxley (Huxley el al., 1990).
Los desoxinucleótidos provenían de Boehringer Mannhein, así como el tampón de
reacción y el cloruro magnésico. Para la amplificación se empleó la enzima Taq polimerasa de
BioTools en reacciones analíticas, y el producto Expand High Fidelity System (Boeliringer
Mannhein) en aquellas en las que no eran deseables las mutaciones. Los oligonucícótidos
fueron proporcionados por las casas Cruachem o Boebringer Mannhein. Las condiciones de
amplificación se adaptaron a las necesidades de cada experimento. La temperatura de
hibridación de los oligonucleótidos fue calculada mediante el programa OLIGO 4.0 y ajustada
empíricamente. En la tabla y se describen los oligonucleótidos empleados.
4.3. Transformación de DNA.
La transformación rutinaria de plásmidos y ligaciones en E. col? se realizó por el
método de Hanahan (Hanahan, 1983).
La transformación rutinaria de plásmidos en 5’. cerevisiae se llevó a cabo por el
método del acetato de litio (Ito el al., 1983). La transformación de DNA con el fm de
conseguir la integración de éste en el genoma se realizó de acuerdo al protocolo descrito por
Gietz (Gietz el al., 1995). Para la selección de los clones resistentes a geneticína se siguieron





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































tORTENCIÓN Y ANALISIS DE PROTEÍNAS.
5.1. Obtención de extractos citoplasméticos de S. cerevisiae.
Los extractos celulares se obtuvieron por rotura mecánica de las células con bolas de
vidrio (0.45 mm) en tampón de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCí 150 mM,
DTT 1 mM) con inhibidores de proteasas (leupeptina, pepstatina y antipaina, 5 ¡tg/ml, y
PMSF 0.5 mM). La rotura se llevó a cabo por agitación en vortex o en un aparato Fast Prep
(BiolOl Savant). El usado se centrifugó a 13000 rpm durante 20 minutos a 40C, para separar
células enteras y restos celulares. Los sobrenadantes se guardaron a -200C. Cuando iban
destinados al análisis de la fosforilación de la proteína Slt2p, los extractos fueron preparados
en tampón de lisis al cual se adicionaron inhibidores de fosfatasas (fluoruro sódico 50 mM,
ortovanadato sádico 1 mM, ~3-glicerolfosfato 50 mM, pirofosfato sádico 5 mM).
5.2. Obtención de productos de secreción de protoplastos de S. cerevisiae.
Para la obtención de protoplastos se siguió el método descrito por Gil (Gil et al.,
1988), con ligeras modificaciones. La cepa 5288C deS. cerevisiae se creció en medio YPD a
280C hasta una densidad óptica de 4. Después de lavar las células, éstas se incubaron a 280C
durante 30 minutos en una solución de pretratamiento (Tris-HCI 10 mM, pH 9, EDTA 5 mM,
~-mercaptoetanol al 1%) con agitación suave (80 rpm). A continuación las células frieron
resuspendidas a una concentración de 5 x i08 células por ml en sorbitol 1 M, y se añadió
Glusulasa® (Du Pont) a una concentración final dc 30 pi/ml. El tiempo de incubación con
Glusulasa®, a 280C y con agitación muy suave, necesario para la obtención de un 95-100% de
protoplastos fue de 45 a 60 minutos. Los protoplastos se recogieron por centrifugación suave
(600 x g). Después de tres lavados con sorbitol 1 M, las células se resuspendieron en medio
mínimo suplementado con todos los aminoácidos y con sorbitol 1 M, y se incubaron a 280C
con agitación muy suave durante 2 horas, para que tuviera lugar la regeneración de los
protoplastos. Transcurrido este tiempo se sedimentaron las células a 600 x g, y al
sobrenadante se le añadieron inhibidores de proteasas: PMSF (Fluka) 0.1 mM, leupeptina
(Sigma) 0.2 gg/ml, antipaina (Sigma) 0.2 pg/ml, y pepstatina A (Sigma) 0.1 ¡íg/ml. Éste lite
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filtrado a través de una membrana de nitrocelulosa de 0.22 ~m de tamaño de poro (Millipore),
para eliminar completamente las células. El medio filtrado be concentrado por ultrafiltración
en una célula de la casa comercial Amicon, empleando una membrana con un límite de
exclusión de 10000 Da (Diaflo® YM1O, Amicon). El sorbitol fue eliminado mediante tres
lavados con 10 volúmenes de agua MilliQ, reduciéndose finalmente la muestra hasta un
volumen de 10-15 ml. Por último, la muestra fue liofilizada. En algunos casos la muestra fue
concentrada hasta un volumen final dc 200 ¡il por ultrafiltración en filtros Ultrafree-15 con
membrana Biomax 10K (Millipore).
5.3. Obtención de proteínas de pared de & cerevisiae.
Las proteínas de pared se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por KIis (Klis et
al., 1998), con ligeras modificaciones. En ocasiones se incrementó el número de lavados de
las paredes aisladas, con el fin de eliminar cualquier posibilidad de contaminación con
proteínas intracelulares. Las paredes fueron tratadas con SDS en condiciones reductoras en
caliente dos veces, desechándose el segundo extracto. Para la digestión de las paredes con
glucanasa se empleó zimoliasa 20T (ICN Biomedicals, Inc.), a una concentración de
500 ggIml, realizándose el tratamiento durante 2-3 horas.
5.4. Obtención de proteinas del medio de cultivo.
Tras el crecimiento de las células en YPD hasta una densidad óptica entre 1 y 2, el
medio de cultivo fue separado mediante centrifugación. A partir del sobrenadante
correspondiente a 800 .d del cultivo a una densidad óptica 2, las proteínas fueron precipitadas
con ácido tricloroacético al 14%, y resuspendidas en 20 jil de NaOH 0.1 N. Tras la adición de
20 .il de tampón de carga para electroforesis, se añadió NaOH 1 N hasta viraje del indicador a
azul. Para el análisis de las proteínas del medio mediante SDS-PAGE se cargó la cantidad
equivalente a 400 pi de medio de cultivo a densidad óptica 2.
5.5. Aislamiento de proteínas integrales de membrana.
El aislamiento de las proteínas integrales de membrana se llevó a cabo mediante
solubilización de éstas con el detergente Triton X-l 14 (Serva, Alemania) y posterior
separación de fases acuosa y detergente (Bordier, 1981). El procedimiento seguido fue el
descrito por Conzelmann (Conzelmann et al., 1988; Conzelmann et al., 1986), realizándose
tres extracciones sucesivas en cada una de las fases con el fin de obtener una purificación
adecuada. Después de la separación se añadió Triton X-l 14 y tampón de lisis a las fases
acuosa y detergente respectivamente, con el fin de obtener volúmenes y contenido en sales y
detergente equivalentes en ambas muestras (Bordier, 198!).
5.6. Determinación cuantitativa de proteínas.
La cantidad de proteína en las muestras de productos de secreción de protoplastos se
determinó siguiendo el método de Bradford (Bradford, 1976). Para realizar la recta patrón se
utilizaron soluciones de albúmina bovina de concentración conocida (entre 0.75 y 25 ~tg/ml).
El reactivo de Bradford fue suministrado por la casa Bio-Rad.
En ocasiones la estimación de la concentración de proteína de una muestra se llevó a
cabo midiendo su absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro Beckman DU 640,
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considerando que 1 unidad de absorbancia a dicha longitud de onda corresponde
aproximadamente a una concentración de 1 mg/ml de proteína.
5.7. Valoración cuantitativa de fosfatasa alcalina en el medio de cultivo.
La solución enzimática a valorar procedía del medio de regeneración de los
protoplastos de 5’. cerev¡siae, después de la filtración. La mezcla de reacción contenía 500 jíl
de una solución del sustrato para-nitrofenilfosfato disódico 20 mM en tampón glicina-cloruro
sódico 0.1 M, pH 9.8 (ajustado con sosa), a los cuales se añadían 500 jl del medio a analizar.
La reacción se incubaba a 370C en la oscuridad durante 30 minutos. La valoración del p-
nitrofenol liberado se realizó espectrofotométricamente, detenninando la absorbancia a una
longitud de onda de 420 nm. Las lecturas obtenidas se referían a una recta patrón de p-
nitrofenol de concentraciones comprendidas entre 10 y 100 ¡g/ml. La unidad enzimática
(IlE.) se definió como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 nanomol de p-nitrofenol
por ml y por minuto en las condiciones de reacción, determinándose en función de la
siguiente ecuacion:
U.E.= [~gml]/l 39.11 x 2000/t (siendo t el tiempo de reacción en minutos)
5.8. Deglicosilación de proteínas con Endo-H.
La eliminación de la N-glicosilación de proteínas se llevó a cabo mediante el
tratamiento de las muestras con Endo-H (recombinante, Boebringer Mannheim). El protocolo
seguido fUe el descrito por Klis y colaboradores (Klis eta?., 1998). El tratamiento se realizó a
200 ¡g de proteína, cargándose posteriormente 50 ¡g en un gel de poliacrilamida para la
visualización de las proteínas deseadas mediante Westem-blot.
5.9. Electroforesis de proteínas.
5.9.1. Electroforesis monodimensional en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE).
La electroforesis de proteínas en condiciones disociantes se llevó a cabo en geles de
poliacrilamida, según el método descrito por Laemmli (Laemndi, 1970). Los geles
separadores se prepararon con concentraciones de poliacrilamida del 6, 8, 10 ó 12%, según
la(s) proteína(s) a resolver, y con SDS al 0.1%. La electroforesis se desarrolló en cubetas
Protean II (Bio-Rad), a una intensidad constante de 40 mA por gel, o bien a voltaje constante
de 60 V. También se emplearon cubetas Mini Protean II o Ready Gel Celí (ambas de Bio-
Rad), desarrollándose la carrera a 150V. Como marcadores de peso molecular se emplearon
patrones coloreados de la casa Amersham (RainbowTM coloured protein molecular weight
markers) o Gibco (BenchMarkTM Prestained Protein Ladder).
5.9.2. Electroforesis en condiciones nativas.
La electroforesis de proteínas en condiciones nativas se realizó en geles de
poliacrilamida al 5% preparados sin SDS (Bollag et al., 1996). La separación electroforética
se llevó a cabo en tampón Laemmli sin SDS, el cual también fue eliminado del tampón de
carga. La electroforesis se llevó a cabo a temperatura ambiente.
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5.9.3. Electroforesis bidimensional analítica en gel de poliacrilamida (2D-PAGE).
La electroforesis bidiimensional se realizó según el método descrito por O’Farrell
(O’Farrell, 1975), con algunas modificaciones. El isoelectroenfoque se llevó a cabo en un
gradiente de pH inmovilizado (IPG) (Bjellqvist et al., 1993b). Los gradientes empleados
fueron de pH 3-10 no lineal y de pH 4-7 lineal (Immobiline DryStrip, 18 cm; Pharmacia
Biotech).
Los geles fueron rehidratados entre dos cristales (Reswelling Cassette, Pharmacia
Biotech) en una solución que contenía urea 8 M (USB), CHAPS 2% (Sigma), DTE 10 mM
(Merck), anfolitos 0.8% (Pharmalyte pH 3-10, Phannacia Hiotech) y trazas de Azul de
Bromofenol, durante 18 horas. Las muestras liofilizadas (200 j.tg) fueron resuspendidas en
tampón de carga (urea 8 M, CHAPS 4%, Tris 40 mM, DTE 65 mM, Azul de Bromofenol) y
cargadas para la primera dimensión según las instrucciones del fabricante. E]
isoelectroenfoque se desarrolló en una cubeta Multiphor II (Pharmacia Biotech), a una
temperatura constante de 150C, con el siguiente programa: De O a 500V en 1 minuto, 500V
durante 5 horas, de 500 a 3500 V en 5 horas, y 3500V durante 12.5 horas, hasta dar un total
de 56250 Vh.
Después de la primera dimensión, los geles fueron equilibrados con el fin de
resolubilizar las proteínas y reducir los puentes disulfuro. El equilibrado se realizó en una
solución que contenía Tris-HCI 50 mM, pH 6.8, urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, DTE 2%,
durante 12 minutos, y en Tris-UCI 50 mM, pH 6.8, urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2%,
iodoacetamida 2.5% (Sigma) durante 5 minutos. Tras el equilibrado los geles fueron cortados
para ajustarlos al tamaño de la cubeta, y se cargaron en la parte superior del gel vertical de
poliacrilamida. Para cubrirlos se empleó una solución de agarosa al 0.5% en tampón Laemmli
(Laemmli, 1970). La segunda dimensión se realizó en geles de poliacrilamida al 8 ó 10%, de
1.5 mm de grosor, sin gel concentrador, preparados con ligeras modificaciones. Como
crosslinker se empleó PDA (Bio-Rad), ya que se consigue mejor resolución y menos bloqueo
N-terminal de las proteínas (Hochstrasser cÉ al., 1 988a; Hochstrasser et al., 1 988c). Además
se añadió tiosulfato sódico (Fluka) a concentración final de 5 mM, para disminuir el fondo,
eliminar la tinción negativa y optimizar la reproducibilidad en la tinción de plata
(Hochstrasser y Mcml, 1988b). Antes de añadir el SDS y los catalizadores, los geles fueron
desaireados en baño de ultrasonido durante 30 minutos. Los geles fueron preparados el día
anterior a su uso, para conseguir una polimerización lo más completa posible. Como
marcadores internos de peso molecular y punto isoeléctrico se emplearon los patrones 2-D
SDS-PAGE Standards (Bio-Rad).
5.9.4. Electroforesis bidimensional mieropreparativa.
Inicialmente se realizó de la misma manera que la electroforesis bidimensional
analítica, con la única diferencia de que se alargó la última fase del programa de
isoelectroenfoque a 44.5 horas, para dar un voltaje total de 168250 Vh.
Posteriormente, la aplicación de la muestra se realizó durante la rehidratación de los
geles IPG (Sánchez eta?., 1997). La muestra (0.5-1 mg de proteína) se mezcló con tampón de
carga y se dispuso en los huecos de una bandeja de metacrilato construida especialmente para
este propósito en el taller de la Facultad de Ciencias Físicas de la Universidad Complutense
de Madrid. La rehidratación se llevó a cabo durante 6 horas. El isoelectroenfoque se realizó
con el programa descrito, prolongando la última fase hasta dar un total de 126 kVh. Cuando la
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segunda dimensión no se iba a correr inmediatamente después de la primera, los geles se
guardaron a -700C.
5.10. Transferencia de proteínas.
5.10.1. Transferencia en cubeta.
Después de una electroforesis SDS o 2D-PAGE las proteínas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham) o PVDF (Trans-Blot Transfer
Medium, 0.2 jim, Bio-Rad) en tampón Towbin (Towbin a al., 1979). Las transferencias se
llevaron a cabo en una cubeta de transferencia Trans-Blot Celí (Bio-Rad) a una intensidad
constante de 50 mA durante 14 horas, o a 250 mA durante 3 horas. En ocasiones se empleó
una cubeta Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Celí (Bio-Rad), realizándose la
transferencia a un voltaje constante de 100 V durante 1 hora.
5.10.2. Transferencia semiseca.
Este tipo de transferencia se empleó cuando se pretendía identificar las proteínas
transferidas mediante secuenciación aminoterminal. Después de la electroforesis
hidimensional micropreparativa, los geles se lavaron en agua MilliQ brevemente y se
equilibraron en el tampón de transferencia CAPS 10 mM (Sigma), pH 11, MeOH al 10%
(Matsudaira, 1987) durante 30 minutos. Las membranas de PVDF (Trans-Blot Transfer
Medium, 0.2 im, Bio-Rad) fueron equilibradas en el mismo tampón durante 15 minutos. La
transferencia se llevó a cabo en un aparato de transferencia semiseca (Trans-Blot Semi-Dry
Transfer Celí, Bio-Rad), a 15 V durante 1 hora, estableciendo un limite de corriente de
0.68 A. Para facilitar la transferencia se añadió SDS al 0.1% por encima del sandwich.
5.11. Tinciones de proteínas.
5.11.1. Tinción de geles con plata.
Se han utilizado tres procedimientos distintos de tinción de geles con plata:
1) Tinción de plata segihi el método de Merril (Merril et al., 1982), utilizando el kit dc
tinción Silver Stain Kit de Bio-Rad. Este procedimiento se empleó de forma rutinaria para la
tinción de geles analíticos.
II) Tinción de plata amoniacal. Se empleó para conseguir una mayor sensibilidad en la
tinción de geles bidimensionales. El procedimiento empleado fue el descrito por Bjellqvist
(Bjellqvist et al., 1993a), con ligeras modificaciones. Después de la segunda dimensión, los
geles fueron lavados en agua desionizada durante 5 minutos. A continuación se incubaron en
etanol:ácido acético:agua (40:10:50) durante 1 hora, y posteriormente en etanol:ácido
acético:agua (5:5:90) durante 2 horas (o alternativamente toda la noche). Los geles se lavaron
entonces con ácido acético al 7.5% tres veces durante 30 minutos. Después se incubaron en
glutaraldehido a una concentración final del 2.5% durante 30 minutos, y se lavaron
extensivamente con agua MilliQ. Los geles fueron teñidos en una solución de nitrato de plata
amoniacal recién preparada durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se lavaron con agua
varias veces y se revelaron en una solución de ácido cítrico al 0.0104 y formaldehido al 0. 1%,
hasta que las manchas alcanzaron la intensidad deseada. La fijación se realizó en una solución
de Tris al 5% y ácido acético al 2%.
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III) Tinción de plata según el método de Schevchenko (Shevchenko et al., 1 996b), con
ligeras modificaciones. Este procedimiento se utilizó cuando el destino del gel era la
identificación de manchas proteicas mediante espectrometría de masas. Todos los tiempos de
tratamiento frieron aumentados levemente, ya que los geles que pretendíamos teñir eran más
gruesos que aquellos para los que el método fue descrito. Tras la electroforesis, los geles
frieron fijados en una solución de metanol al 50% y ácido acético al 5% durante 30 minutos.
Después se lavaron con metanol al 50% durante 15 minutos, y con agua durante otros
15 minutos. A continuación se incubaron en una solución de tiosulfato sódico al 0.02%
durante 2 minutos. Después de lavarlos con agua, los geles fueron incubados a 40C en una
solución de nitrato de plata al 0.1% durante 20 minutos. Tras lavarlos con agua, los geles
fueron revelados con una solución de carbonato sódico al 2% en formalina al 0.04%. La
fijación se realizó en ácido acético al 5% y los geles fueron conservados en ácido acético al
1% a 40C hasta su análisis.
5.11.2. Tinción de membranas con Azul Coomassie.
Las proteínas inmovilizadas en membranas de PVDF destinadas a la determinación de
su secuencia aminoterminal fueron teñidas con Azul Coomassie. Las membranas fueron
incubadas en una solución de Azul Coomassie R-250 (Merck) al 0.1% en metanol al 50%
durante 5 minutos, tras lo cual se destiñeron en metanol al 50% durante 15 minutos. Después
se aclararon con agua MilliQ y se dejaron secar al aire.
5.12. Determinación de actividad invertasa en gel.
Las cepas a analizar se crecieron en YPD (2% de glucosa) durante 18 horas. La
síntesis de invertasa fue inducida mediante la incubación de las células en YPD con sólo un
0.05% de glucosa durante 3 horas (Caríson eta?., 1981). Los extractos preparados (100 ~igde
proteína) fueron separados por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 5%, en
condiciones nativas. La actividad invertasa fue detectada incubando primero el gel en una
solución de sacarosa 100 mM en acetato sódico 100 mM, pH 4.5, a 370C durante 90 minutos.
La glucosa liberada fue teñida sumergiendo el gel en una solución de cloruro de 2,3,5-fenil
tetrazolio al 0.1% en sosa 0.5 M, a 900C (Gabrial y Wang, 1969).
6. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS.
6.1. Secuenciación aminoterminal.
Las manchas proteicas detectadas en las membranas de PVDF con Azul Coomassie
fueron cortadas y sometidas a degradación de Edman, empleando un secuenciador Beckman
LE 3000, equipado con un analizador de feniltiohidantoin-aminoácidos (System GoId,
Beckman). Este análisis fue realizado por el Dr. Enrique Méndez en el C.N.B. (Madrid), y por
Francisco Canals, en el Servicio de Secuenciación de Proteínas del Instituto de Biología
Fundamental “Vicent Villar Palasí”, en la Universidad Autónoma de Barcelona.
6.2. Detección con anticuerpos.
Las membranas con las proteínas inmovilizadas fueron procesadas siguiendo los
protocolos habituales, descritos en el manual de laboratorio Cwrent Protocois ¡ti Mo/ecu/av
Biology (Ausubel cf al., 1993). Para la detección en determinados casos (CwpJ, ~3-1.3-
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glucano), las membranas fueron tratadas con periodato sódico 50 mM, acetato sódico
100 mM, pH 4.5, durante 30 minutos antes de bloquearías, con el fin de eliminar reacciones
cruzadas (Montijn et al., 1994). Todos los pasos de la hibridación en el caso de los
anticuerpos frente a Ssal-2p y Ssbl-2p se llevaron a cabo en TBS a pH 9, Tween-20 al 0.5%,
para minimizar las uniones inespecíficas. Los anticuerpos policlonales utilizados,
proporcionados por distintos laboratorios, y las diluciones a las que fueron empleados, se
describen en la tabla. Las manchas proteicas reactivas fueron detectadas con IgGs anti-conejo
conjugadas con peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech), utilizando un sistema de
quimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech).
Tabla VI. Anticuerpos policlonales empleados en este trabajo.
Anticuerpo frente a: Dilución Referencia o procedencia
¡3-1,3-glucano 1:75000 (Kapteyn eta?., 1995)
~-1,6-glucano 1:5000 (Montijn eta?., 1994)
Ctslp 1:3000 (Immervoll et al., 1995)
Cwplp 1:1000 (Vossen et al., 1997)
Exglp 1:1000 (Ramirezetal., 1989)
Floíp 1:3000 (Bidard eta¡’., 1995)
Gaslp 1:3000 (Popolo etal., 1988)
Hkríp 1:200 (YabeetaL, 1996)
Kre9p 1:1000 (Brown y Bussey, 1993a)
Proteínas ácidas ribosomales 1:1000 Dr. M. Remacha
Secí4p 1:1600 (Bankaitis et al., 1989)
Ssal-2p 1:600 Dra. E. A. Craig
Ssbl-2p 1:600 Dra. E. A. Craig
Pir2p 1:5000 (Russo eta¿?, 1992)
GAPDH 1:1000 Dra. M.L. Gil
Suc2p 1:150 (Ferro-Novick et al., 1984)
6.3. Espectrometría de masas
La identificación de las proteínas detectadas en los geles de intervalo de pH de 4 a 7
mediante espectrometría de masas se realizó en el laboratorio del Dr. Walter Blackstock (Celí
Mapping Project), en el Medicines Research Centre (GlaxoWellcome, Stevenage, Reino
Unido), bajo la supervisión y con la ayuda de Malcolm Ward.
6.3.1. Reducción, alquilación y digestión proteolitica.
Las manchas proteicas fueron cortadas de los geles bidimensionales manualmente con
una cuchilla y transferidas a una placa de 96 pocillos, en los cuales se había añadido 100 pi de
agua. Así preparadas, las manchas se conservaron en nevera hasta su análisis.
Las reacciones de reducción, alquilación y digestión proteolítica se llevaron a cabo en
la placa multipocillo, añadiendo y eliminando reactivos con una pipeta multicanal. En primer
lugar las muestras se lavaron con 100 ¡sí de acetonitrilo. Este tratamiento deshidrata los
fragmentos de gel, permitiendo que absorban mejor el siguiente reactivo añadido, con lo cual
éste llega a toda la proteína, aumentando así la eficacia de las reacciones. Se añadió a
59
Materiales y métodos
continuación 100 ¡sí de DTT (Sigma), a una concentración de 1 mg/ml en bicarbonato
amónico 50 mM, pH 8.5, y se incubó la placa a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se
eliminó el DTT y se lavaron los fragmentos de gel con acetonitrilo. A continuación se añadió
100 ¡sí de iodoacetamida (Sigma) a una concentración de 10 mg/ml en bicarbonato amónico
50 mM, pH 8.5, incubándose la placa a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de
eliminar la iodoacetamida se realizaron cuatro lavados con acetonitrilo y bicarbonato amónico
de forma alternativa. Por último se añadió acetonitrilo para deshidratar el gel, se eliminó, y se
secaron las muestras completamente en un aparato Speed Vac (Savant).
La digestión proteolítica se realizó con tripsina (Boebringer Mannheim, para
secuenciación). Se añadió a cada pocillo 10 ó 20 ¡sí de una solución de tripsina de
concentración 14 ng/¡sl en bicarbonato amónico 50 mM, pH 8.5, preparada a partir de una
solución madre a 0.1 ¡sg/pi en TFA al 0.1%. El volumen de solución de tripsina debe ser
suficiente para permitir la rehidratación del fragmento de gel. La incubación se llevó a cabo a
temperatura ambiente durante 18 horas en una bolsa de plástico sellada para evitar la
evaporación. A las 2 horas se tomaron alícuotas de varios pocillos y se analizaron mediante
MALDITOF-MS, comprobándose que se había producido ya la liberación de péptidos.
6.3.2. Espectrometría de masas MALDI-TOF.
Las muestras se dispusieron en una placa metálica con 384 pocillos siguiendo este
procedimiento. En primer lugar se añadió la matriz (unos 0.2 ¡tI por pocillo), que forma una
película sobre la placa. La matriz se preparó mezclando 4 partes de ácido ct-ciano-4-
hidroxicinámico (Aldrich) a concentración de 5 mg/ml en agua (acidificado con TFA al 0.1%)
con 1 parte de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium, Bio-Rad) a concentración de
10 mg/ml en acetona y 2-propanol (1:1) (Jensen et al., 1997). Sobre la matriz se añadió 0.5 ¡sí
de ácido fórmico al 5% en forma de gota. Sobre ésta se dispensó 0.5 ¡sí de la muestra, es
decir, de la solución resultante dc la digestión tríptica. Una vez secas, las muestras se lavaron
depositando una gota de ácido fórmico al 5% sobre ellas y retirándola inmediatamente, con el
fm de eliminar sales precipitadas. Las muestras así cargadas se analizaron mediante
espectrometría de masas de tipo DE-MALDI-TOF (Delayed Extraction Matrix-Assisted Laser
Desorption Jonization flme-ofFlight) en un espectrómetro de masas Tof-Spec SE
(Micromass, Reino Unido), en modo reflector. La adquisición de los espectros se realizó de
forma automática, así como el procesamiento de los mismos para obtener la huella peptídica
correspondiente a cada muestra.
6.3.3. Espectrometría de masas en tándem mediante nanoelectrospray.
Para la realización de esta técnica se procedió a la eliminación de sales de las
soluciones de digestión. Cada una de las muestras se hizo pasar por una minicolumna de
resma Poros R2 (Perceptive Biosystems, MA) empaquetada en un capilar, se lavó con ácido
fórmico al 0.5%, y fue eluida con una mezcla de metanol al 50% y ácido fórmico al 1% en un
volumen de 3 ¡sí. Una alícuota de 1 ¡sI de este volumen se introdujo en un capilar de
borosilicato recubierto con oro, se inyectó en un espectrómetro Sciex API III (Applied
Biosystems) de triple cuadrupolo equipado con una fuente de ionización de tipo
nanoelectrospray, y se analizó por espectrometría de masas en tándem. Una vez que se
detectaban picos correspondientes a péptidos con doble carga se procedía a su fragmentación




6.3.4. Espectrometría de masas en tándem acoplada a cromatografia líquida.
Las soluciones de digestión se inyectaron en un equipo de cromatografía líquida
capilar en fase reversa acoplado a un espectrómetro de masas con detector de tipo Q-Tofi Se
empleó una columna PepMap de 180 ¡sm de diámetro, con un flujo de 1 ¡sl/mm. La muestra
fue eluida con un gradiente de acetonitrilo que varía desde 99% acuoso hasta 40% acuoso en
una hora, e inyectada directamente mediante spray en un espectrómetro de masas Q-Tof
(Micromass, Reino Unido). Éste está provisto de un dispositivo llamado automatic fi¿nction
switching (cambio de función automático), recogiéndose los datos en dos canales diferentes.
El equipo trabaja primero en modo TOF-MS, recogiendo los valores de m/z entre 400 y 2000,
y cuando un péptido alcanza una determinada intensidad cambia automáticamente a modo
MS/MS (por CID, collision-induced dissociation), recogiendo los valores de m/z entre 60 y
2000 durante 10 segundos o hasta alcanzar una determinada intensidad. El procesamiento de
los datos obtenidos se realizó de manera automática, obteniéndose una lista de las masas
peptídicas de todos los iones detectados por el aparato. Esta información fue comparada con
una base de datos de proteínas no redundante utilizando el programa MASCOT (Matrix







1. ANÁLISIS E IDENTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS SECRETADAS POR
PROTOPLASTOS DE S. cerevisiae EN REGENERACIÓN.
La eliminación de la pared celular de las células de levadura en un medio isosmótico,
y posterior incubación de los protoplastos en condiciones de regeneración permite la
expresión de genes implicados en los procesos de construcción de la pared celular. En
condiciones de regeneración, muchas proteínas son secretadas al medio de cultivo. Entre éstas
se encontrarán probablemente no sólo proteínas estructurales de la pared celular, sino también
enzimas implicadas en los procesos de construcción y ensamblaje. En el presente trabajo se
han analizado las proteínas secretadas por protoplastos en condiciones de regeneración de la
pared celular, como estrategia para identificar proteínas implicadas en procesos relacionados
con la construcción de esta estructura, así como para obtener un mapa de referencia de las
proteínas secretadas en dichas condiciones.
1. Obtención de los productos de secreción de protoplastos de S. cerevis¡ae en
regeneración.
Con el fin de obtener las proteínas secretadas por 5’. cerevisiae durante la regeneración
activa de la pared celular, en cantidad elevada y en las condiciones adecuadas para su
posterior análisis, se procedió como a continuación se describe. Los detalles del protocolo se
describen en Materiales y métodos. La cepa S288C se incubó hasta alcanzar una densidad
óptica adecuada (elegida como 4), para conseguir un elevado número de células, sin que el
cultivo llegara a la fase estacionaria. Después de lavar las células, éstas fueron incubadas en
una solución de pretratamiento que contenía j3-mercaptoetanol, con el fm de desorganizar
ligeramente la pared y facilitar la posterior actuación de las enzimas líticas (Guthrie y Fink,
1991). Los protoplastos se prepararon mediante el tratamiento con Glusulasa®, una mezcla de
glucanasas, proteasas y sulfatasas que digiere la pared celular de la levadura, en un medio
estabilizado osmóticamente, sorbitol a concentración 1 M, con agitación suave. El tiempo de
tratamiento necesario para la obtención de un 95-100% de protoplastos fue de 45 a 60
minutos.
Una vez obtenidos los protoplastos, se lavaron con sorbito] 1 M tres veces para
eliminar completamente la Glusulasa®. Posteriormente se incubaron con agitación suave en
un medio mínimo suplementado con todos los aminoácidos y estabilizado con sorbitol 1 M,
para permitir la regeneración de su pared celular. Este medio fue elegido por ser un medio
rico y defmido, de manera que en su composición no hubiera sustancias que pudieran
interferir con el posterior análisis electroforético de las muestras. Después de dos horas de
incubación, se recogió el medio, se filtró para eliminar completamente las células y se
concentró por ultrafiltración. Con el fin de eliminar el sorbitol, el medio fije lavado tres veces
con diez volúmenes de agua mediante ultrafiltración, y fmalmente se liofilizó, obteniéndose
asi una muestra en las condiciones adecuadas para su posterior análisis. En algunos casos, el
medio fue concentrado hasta un volumen final de unos 200 ¡sí, para evitar la liofilizacion.
Los protoplastos, recién preparados y tras dos horas de regeneración, fueron
observados mediante microscopia electrónica de transmisión (fig. 11). Los protoplastos recién
preparados aparecían como células redondas, de superficie suave, con arrugas o canales
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Fig. 11. Imágenes de microscopia electrónica de barrido de protoplastos de S. cerevisiae.
(A) Protoplastos recién preparados. (B) Protoplastos tras dos horas de incubación en
condiciones de regeneración. La barra corresponde a 1 ¡sm.
distribuidos de forma irregular. También se observaron unas formas globulares, menores que
las células, que corresponden a sustancias secretadas por los protoplastos (Miegeville y
Morin, 1977). Después de dos horas de incubación en condiciones de regeneración, los
protoplastos presentaban una red de fibras gruesas, componentes de la nueva pared en
formación, distribuidas de forma irregular por toda la superficie.
2. Control de la lisis celular.
Con el fm de comprobar que los protoplastos no se habían lisado durante la
preparación de las muestras, lo cual hubiera llevado a la contaminación de éstas con proteínas
intracelulares, llevamos a cabo varios controles de la lisis celular.
2.1. Valoración cuantitativa de la fosfatasa alcalina.
La fosfatasa alcalina es una enzima intracelular, y únicamente se libera al medio de
cultivo en caso de lisis celular. La actividad fosfatasa alcalina se pone de manifiesto mediante
la reacción con un sustrato cromogénico, elp-nitrofenilfosfato disódico, en la cual se liberap-
nitrofenol, de color amarillo a pH básico. La determinación de esta actividad se realizó
siguiendo el método de Cabib y Durán (Cabib y Durán, 1975). El ensayo de valoración de
fosfatasa alcalina se realizó en el medio de regeneración de los protoplastos, después de la
eliminación total de las células por filtración, en todas las muestras obtenidas. Como control
positivo de la reacción se empleó un lisado de una alícuota de protoplastos (100 U.E.). Los
valores de actividad fosfatasa alcalina de las muestras utilizadas estuvieron entre 1.3 y 2.12
U.E. (defmiéndose una U.E. como la cantidad de enzima que libera 1 nmol dep-nitrofenol por
ml y por minuto). Todas aquellas muestras con un valor de absorbancia, a una longitud de
onda de 420 nm, superior a 0.1 (equivalente a 4 U.E.) fueron rechazadas.
2.2. Western-blotting con anticuerpos frente a Secl4p y proteínas ribosomales.
Secl4p es una proteína soluble citoplásmica, y su uso como control de la lisis celular
ha sido descrito previamente (Cleves eta?., 1996). Para determinar si en la preparación de las
muestras se había producido la lisis de los protoplastos, se decidió intentar detectar la
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presencia de esta proteína en las mismas empleando anticuerpos policlonales frente a Sec l4p
(Bankaitis et al., 1989), cedidos por el laboratorio del Dr. Bankaitis. Varias diluciones de un
extracto citoplasmático, así como distintas cantidades de una muestra de proteínas secretadas
por protoplastos, fueron separadas mediante electroforesis y analizadas mediante Westem-
blotting con anticuerpos frente a Secl4p (fig. 12). La película fue analizada utilizando el
programa Molecular Analyst (Bio-Rad). La densitometría realizada mostró c1ue la intensidad
de las bandas de los carriles A y B correspondía a 1.2 x 106 y 6.25 x 10 células lisadas
respectivamente. El porcentaje de lisis celular existente en la muestra fue calculado teniendo
en cuenta la cantidad de proteína cargada en el gel, el total de proteína secretada de la muestra
y el número total de protoplastos en ésta. Este experimento permitió concluir que el
porcentaje de lisis celular en las muestras de proteínas secretadas por protoplastos en
regeneración, preparadas tal y como se ha descrito anteriormente y, por tanto, la
contaminación de estas muestras con proteínas intracelulares, es menor del 0.1%. Al llevar a
cabo un experimento similar empleando anticuerpos frente a proteínas ribosomales de
levadura se obtuvieron resultados análogos. Como control adicional, cuando los anticuerpos
anti-Sec blp fueron ensayados frente a una membrana correspondiente a la separación
electroforética bidimensional de las proteínas secretadas por protoplastos, no se detectó
Secl4p.
Fig. 12. Análisis de las proteínas secretadas por
protoplastos mediante Westem-blot con
anticuerpos frente a Sec14p. Los carriles 1-8
contienen varias diluciones de un extracto
citoplasmático, correspondientes a 6 x 1 o
7,
3x107, 1.2x io~, 6x106, 3x106, l.2 106,
6 x ío5 y 3 x i& células rotas respectivamente.
Los carriles A y E contienen distintas
cantidades de una muestra de proteínas
secretadas porprotoplastos.
3. Análisis de la glucosilación de las proteínas secretadas por protoplastos de
S. cerev¡siae.
Algunas de las manoproteinas de la pared celular están unidas a una cadena de 13-1,6-
glucano con un enlace fosfodiéster (a través de un resto de un resto de GPI). Mediante esta
cadena, estas proteínas se anclan a la matriz de ¡3-1,3-glucano (Kapteyn eta?., 1994; Kapteyn
eta?., 1995; Kapteyn eta?., 1996; Montijn et al., 1994). Hay otras manoproteinas de la pared
celular, las llamadas proteínas Pir, que están unidas directamente al 13-1,3-glucano, aunque no
se conoce el tipo de enlace entre las dos macromoléculas (Kapteyn et al., 1999b). En este
trabajo se ha investigado la glucosilación de las proteínas secretadas por protoplastos
mediante Western-blotting, utilizando anticuerpos policlonales frente a ¡3-1,6-glucano y 13-1,3-
glucano, cedidos por el Dr. ¡(lis. Como muestra la figura 13, el suero anti-13-1,6-glucano
detectó una banda muy tenue a 160 kDa y otra en la parte superior de la membrana, muy por
encima de 250 kDa (carril d). Como control positivo se empleó una muestra de proteínas de
pared extraídas con zimoliasa, ya que éstas llevan unida una cadena de residuos de glucosa
unidos mediante enlaces f3-1,6 (Montijn et al., 1994). Este resultado indica que algunas de las
proteínas secretadas por protoplastos durante las dos primeras horas de regeneración están





encima de 250 kDa. Esta banda desapareció al realizar un experimento de competición con
laminarmna, un polímero de 13-1,3-glucosa. Por tanto, algunas de las proteínas secretadas por
protoplastos también parecen estar 13-1,3-glucosiladas. Sin embargo, ninguno de estos dos
polisacáridos fue detectado en membranas procedentes de separaciones electroforéticas
bidimensionales, probablemente debido a la pequeñísima cantidad presente en la muestra.
Fig. 13. Análisis mediante Western-blotting
de la glucosilación de las proteínas secretadas
por protoplastos de S. cerevisiae.
(a) extracto citoplasmático; (b) proteínas de
pared extraídas con SDS; (c) proteínas de
pared extraídas con zimoliasa; (d) proteínas
secretadas por protoplastos. Las muestras
fueron analizadas con un suero anti-13- 1,6-
glueano purificado por afinidad.
4. Obtención de un mapa de proteínas secretadas por protoplastos en un gradiente no
lineal de pH de 3 a 10.
Las muestras obtenidas según se describe anteriormente fueron separadas mediante
electroforesis bidimensional (Bjellqvist et al., 1993a). La separación mediante
isoelectroenfoque se llevó a cabo en un gradiente inmmovilizado de pH (IPG), sistema que
aumenta la resolución y reproducibilidad de los geles respecto al sistema clásico, que
empleaba anfolitos, permiticndo además cargar mayor cantidad de muestra (Bjellqvist et al.,
1 993b). Para la separación mediante isoelectroenfoque se empleó un gradiente no lineal de pH
entre 3 y 10. Se eligió un gradiente no lineal en el intervalo de pH entre 5 y 7 para conseguir
una mejor resolución de las proteínas con valores dep1 comprendidos en él. En la figura 14 se
muestra la separación electroforética bidimensional de las proteínas secretadas por
protoplastos deS. cerevisiae en regeneración, en los intervalos de Mr 10-200 y pi 3.5-9, en un
gel teñido con plata. Los geles preparados fueron analizados utilizando el programa
MELTANIE &étÉión it BJ&Rad5 diéteétáhdbsé défl&déi<dé lOWffiáiidlá&jifdÍéÍciás Los
valores de peso molecular y punto isoeléctrico de las manchas fueron extrapolados a partir de
Fig. 14 (página siguiente). Mapa bidimensional de las proteínas secretadas por protoplastos de
S. cerevisiae en condiciones de regeneración de la pared celular. Las identificaciones se describen en
el texto y en las tablas VII y VIII.











los valores de patrones proteicos internos, utilizando el programa citado. La resolución
conseguida fue buena, excepto en la parte superior del gel, donde aparecía una línea
horizontal no resuelta, y en la zona ácida. La técnica se reveló altamente reproducible.
4.1. Identificación de las proteínas mediante secuenciación del extremo
aminoterminal.
La primera estrategia empleada para la identificación de las proteínas fue la
secuenciación del extremo aminoterminal. Para la obtención de proteínas aisladas se procedió
a realizar la electroforesis bidimensional preparativa de las muestras de productos de
secreción de protoplastos. Los geles resultantes de la separación bidimensional fueron
transferidos a membranas de PVDF, utilizando un sistema de transferencia semiseca. El
tampón de transferencia fue CAPS 10 mM a pH 11, con metanol al 10%, para evitar la
contaminación de las membranas con glicina (Matsudaira, 1987). Las manchas proteicas
detectadas con Azul Coomassie fueron sometidas a degradación de Edman para determinar su
secuencia N-terminal. Este análisis fije realizado por el Dr. Enrique Méndez, en el C.N.B. de
Madrid, y por Francisco Canals, en el Servicio de Secuenciación de Proteínas del Instituto de
Biología Fundamental “Vicent Villar Palasí”, en la Universidad Autónoma de Barcelona. Las
secuencias aminoterminales obtenidas se muestran en la tabla VII. Estas secuencias fueron
comparadas con la base de datos Saccharomyces Genome Database (http:\\genome-
www.stanford.edu) mediante el programa BLAST, resultando en la identificación de las
manchas proteicas analizadas. La comparación se realizó frente a la traducción de todos los
ORFs del genoma de S. cerevisiae secuenciados hasta aquel momento. Posteriormente,
después de finalizarse la secuenciación del genoma completo de S. cerevisiae (Goffeau,
1 996a), estas identificaciones fueron revisadas y, en el caso de la mancha proteica m9,
corregidas. A continuación se describen las identificaciones obtenidas.
La secuencia determinada para m9 se encontró en los productos génicos de tres OREs:
YJLI58w, YJL159w e YKL163w. YJLl59w codifica la proteína Pir2p/HsplSOp, YKL163w
codifica Pir3p e YKLl63w codifica Cis3p. Se trata de tres proteínas homólogas, que
pertenecen a la familia Pirl/Hspl 50/Pir3. En los tres casos la secuencia determinada para m9
se encontraba inmediatamente detrás de un punto de procesamiento de la proteasa Kex2p.
Está descrito en la literatura que durante el proceso de secreción, HsplSOp es procesada por la
proteasa Kex2p, siendo la subunidad lila secretada al medio (Russo el a?., 1992). Lo mismo
podría estar ocurriendo en el caso de Pir3p o Cis3p. Teniendo en cuenta los puntos
isoeléctricos teóricos de las supuestas subunidades II de cada una de estas tres proteínas,
parecería probable que m9 fuera HsplSOp/Pir2p o bien Pir3p, o incluso una mezcla de ambas.
Resultados posteriores obtenidos mediante espectrometría de masas han confirmado la
presencia de estas dos proteínas en la zona del gel correspondiente a m9 (véanse los apartados
4.3 y 5.2.3). Recientemente se ha descrito que HsplSOp/Pir2p, además de ser secretada al
medio de cultivo, también está unida a la pared celular de S. cerevisiae mediante un enlace
covalente al 13.1,3-glucano (Kapteyn el a?., 1999b). Pir3p, también denominada Ccw8p, es
otro componente de la pared celular, de donde puede ser extraída mediante el tratamiento
suave con álkali (Mrsa et al., 1997).
La secuencia N-terminal determinada para míO se encontró también en los productos
de dos ORFs, YGR254w e YHRl74w, que codifican respectivamente Enolp y Eno2p. Ambas
proteínas son idénticas hasta el aminoácido n0 52 y tienen el mismo tamaño. Para la
identificación definitiva se recurrió a la comparación del valor experimental de pI con los






































































































mientras que el de Eno2p es de 5.82. El valor de pl estimado para la mancha proteica míO
mediante el programa MELANIE fue de 5.76, concluyéndose que míO corresponde a Eno2p.
La enolasa es una enzima de la ruta glucolítica, que realiza la conversión de 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato. Varios autores han descrito la presencia de esta enzima, así como de otras
enzimas glucoliticas, en la pared celular de levaduras y en la superficie celular de otros
microorganismos (revisado en Chaifin et aL, 1998).
La búsqueda de la secuencia N-terminal de mil dio como resultado el ORF
YGR286c. Este gen codifica Bgl2p, una proteína que se localiza en la pared celular de la
levadura (¡(lebí y Tanner, 1989). Otros datos que apoyan esta identificación son los valores
experimentales de pI y Mw, que coinciden con el pI calculado a partir de la secuencia y con el
peso molecular aparente de la proteína madura respectivamente. Por último, la secuencia N-
termina] determinada para mil coincide con la secuencia N-terminal de la proteína Bgl2
madura (una vez eliminado el péptido señal), excepto en el aminoácido n0 5. A partir de este
residuo hubo un problema con el secuenciador, lo cual hace pensar que la quinta
determinación no sea muy fiable. Por todo esto se puede concluir que mli corresponde a
Bgl2p. Esta proteína fue originalmente descrita como exo-13-1,3-glucanasa (¡(lebí y Tanner,
1989), aunque posteriormente se demostró que se trataba de una endo-f3-1,3-glucanasa, con un
posible papel en la expansión celular durante el crecimiento, en el apareamiento y en la
liberación de las esporas (Mrsa et a?., 1993). Recientemente se ha descrito que Bgl2p posee
una actividad ¡3-1 ,3-glucosiltransferasa (Goldman eta?., 1995).
En la II Reunión de Electroforesis-2D en Siena (Septiembre, 1996) se describió un
nuevo sistema de aplicación de la muestra en los geles IPG empleados para la primera
dimensión, desarrollado por Sánchez y colaboradores (Sánchez et al., 1997). El sistema
consistía en realizar la aplicación de la muestra durante la rehidratación del gel, la cual se
llevaba a cabo en una bandeja especialmente diseñada para ello. Al emplear este método en la
electroforesis bidimensional micropreparativa se consiguió cargar una mayor cantidad de
proteína, y, además, evitar la precipitación de la muestra en el punto de aplicación de ésta.
Ello permitió detectar un mayor número de manchas proteicas en las membranas después de
la tinción con Azul Coomassie, y realizar la secuenciación aminoterminal de las mayoritarias.
Los datos obtenidos se muestran en la tabla VII.
La mancha m14 corresponde a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Sin
embargo, no fue posible distinguir entre las isoformas Tdh2p y Tdh3p, ya que ambas
presentan una secuencia aminoterminal idéntica hasta el aminoácido 21, y sus valores de peso
molecular y punto isoeléctrico son muy similares. Se trata de otra enzima de la glucolisis, que
cataliza la conversión del gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-difosfoglicerato. También se
detectaron formas truncadas de Tdh3p (manchas 20, 21 y 23). La mancha proteica m20
correspondía a una mezcla de dos polipéptidos procedentes de esta proteína, comenzando en
los aminoácidos Ile-IB y Leu-20. Para la mancha m21 se determinó una secuencia que
coincidía con la de Tdh3p a partir de la Arg-20. La mancha m23 presenta una cuarta forma,
que comienza en Arg-22.
La mancha m45 resultó ser otra de las enzimas de la glucolisis, la fructosa bifosfato
aldolasa. Esta cataliza la hidrólisis de la fructosa-1 ,6-bifosfato para dar lugar a
dihidroxiacetonfosfato y gliceraldehido-3 -fosfato.
Al analizar la mancha m25 se obtuvo una secuencia N-terminal que resultó
corresponder a la proteína Ygplp, a partir del residuo Phe-145; es decir, se trataría de una
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forma truncada de esta proteína. Ygplp es una proteína glicosilada, que es sintetizada y
secretada al medio de cultivo en condiciones de falta de nutrientes (Destruelle et a?., 1994).
Para la mancha míS se obtuvo una secuencia N-terminal discontinua de 22 residuos.
Al realizar la búsqueda en las bases de datos, esta secuencía se localizó en la proteína
traducida a partir del ORF YDRO5Sw. La secuencia N-terminal determinada comenzaba en el
aminoácido n0 20 de la hipotética proteína. FI programa Psignal, que emplea el algoritmo de
Von Heijne para la detección de péptidos señal que dirijan la secreción de proteínas (Nielsen
et a?., 1997), predice la existencia de un péptido señal en la secuencia de la proteína
codificada por YDRO55w. El punto de procesamiento más probable está entre los
aminoácidos Ala-19 y Ala-20. Es decir, la secuencia N-terminal determinada
experimentalmente coincide con la teórica. La mancha ml6 presentó la misma secuencia
aminoterminal. Cuando se analizó la mancha ml 7 se obtuvo una secuencia N-terminal que
también localizamos como procedente de YDRO55w, aunque ésta comenzaba en el
aminoácido Ser-177 de la proteína. Esta mancha podría pues ser un producto de degradación
de dicha proteína. La mancha m15 no ha podido ser asignada a ninguna mancha en el gel ya
que no fue detectada mediante la tinción con plata, y la posición de las manchas m16 y m17
mostrada en el gel es aproximada (fig. 14).
Al ser YdrOSSw la primera proteína de función desconocida identificada en nuestras
muestras, y dadas las características típicas de proteínas de pared que presentaba, decidimos
profundizar en su estudio (Capítulo II de Resultados de esta memoria). El ORE YDRO55w fije
registrado en la base de datos Saccharotnyces Genome Database, denominándosele PSTJ (de
Protop?asts-SecreTedprotein).
4.2. Identificación de proteínas mediante detección con anticuerpos.
Dado que la identificación de manchas proteicas mediante secuenciación
aminoterminal requería una considerable cantidad de proteína, se decidió recurrir a otra
estrategia. Abordamos, pues, la localización de proteínas de pared conocidas en el patrón
bidimensional mediante Western-blotting, usando anticuerpos policlonales específicos. Las
identificaciones obtenidas se muestran en la tabla. Todos los anticuerpos utilizados fueron
ensayados primero en Western-blots monodimensionales, con el fin de comprobar que
reconocían alguna proteína en la muestra de proteínas secretadas por protoplastos.
Los anticuerpos frente a la familia SSA reconocen tanto a Ssalp como a Ssa2p; sin
embargo se desconoce si también reaccionan con Ssa3p y Ssa4p, que se inducen en
condiciones de estrés (E. A. Craig, comunicación personal). Al llevar a cabo el Western-blot,
estos anticuerpos reconocieron un grupo de proteínas a 76 kDa, siendo la identificación
asignada al grupo correspondiente en el gel (fig. 14). Los anticuerpos frente a la familia SSB
también reconocen dos proteínas, Ssblp y Ssb2p. Estos detectaron otro grupo de manchas de
un peso molecular ligeramente inferior al anterior.
Los anticuerpos frente a Cwplp, una proteína de pared unida covalentemente al 13-1,6-
glucano (Kapteyn et al., 1996), no dieron ninguna señal al ser ensayados en Western-blot
monodimensional. Sin embargo, posteriormente esta proteína fue identificada entre las
proteínas secretadas por protoplastos mediante espectrometría de masas (véase el apanado
5.2.2. de este capítulo).
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Los anticuerpos frente a Gaslp, una proteína de membrana con anclaje a OPI
(Benghezal et a?., 1995; Nuoffer et al., 1991), reconocieron un rastro no resuelto en la parte
superior y ácida de la membrana bidimensional. Esto indicaba que Gaslp, o alguna proteína
homóloga, estaba presente en las muestras de proteínas secretadas por protoplastos. Estos
anticuerpos policlonales empleados son capaces de reconocer alguna(s) proteína(s)
homóloga(s) a Gaslp (L. Popolo, comunicación personal). La familia GAS en S. cerevisiae
está compuesta por cinco proteínas homólogas (Caro et al., 1997). Resultados obtenidos
posteriormente mediante espectrometría de masas confirmaron la presencia tanto de Gaslp
como de su homólogo Gas3p, en la región reconocida por los anticuerpos (véanse los
apartados 4.3 y 5.2.3 de este capítulo).
Se han ensayado también anticuerpos frente a Hkrlp, Kre9p y Floíp, todos ellos con
resultado negativo. Esto no es extraño, ya que no esperábamos encontrar ninguna de estas
proteínas. Hkrlp es una proteína de membrana plasmática de tipo 1, únicamente detectada en
sobreexpresión (Yabe et a?., 1996), Kre9p sólo es detectada en el medio de cultivo cuando es
sobreexpresada (Brown y Bussey, 1993a), y Flolp no se expresa en cepas no floculantes
(Bidard eta?., 1995), como es el caso de la 5288C.
Tabla VIII. Identificación de proteínas secretadas por protoplastos de £ cerevlsiae
mediante detección con anticuerpos policlonales.
Mancha proteica pJ& Mw (kfla)a Identificación
m50 4.63-4.67 76 Ssal,2,(3,4)p
mM 4.90-5.02 71 Ssbl,2p
m52 4.23-4.27 42, 55 Exglp
m53 126 Gasp4.1-4.6
O Valores experimentales (MELANIE 2.1).
4.3. Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas.
La muestra de proteínas secretadas por protoplastos de S. cerevisiae
(aproximadamente 150 ~ig de proteína) fue separada mediante electroforesis bidimensional
analítica. La segunda dimensión se llevó a cabo en geles de poliacrilamida al 8% (fig. 15).
Esta concentración de acrilamida origina un tamaño de poro en la malta del gel tal que
permite la salida de los péptidos de ésta después de la digestión proteolítica (5. Bains,
comunicación personal). Los geles así obtenidos fueron teñidos con plata siguiendo el
procedimiento descrito por Schevchenko y colaboradores (Shevchenko et al., 1996b). Este
procedimiento no es tan agresivo para las proteínas como los empleados tradicionalmente, y
fue diseñado para ser compatible con el posterior análisis de las manchas detectadas mediante
espectrometría de masas. Las manchas proteicas detectadas fueron cortadas manualmente con
una cuchilla y transferidas a tubos eppendorfi El análisis de estas manchas mediante
espectrometría de masas fue realizado por Malcolm Ward y Satty Bains (Biomolecular
Structure Unit), en el Medicines Research Centre de GlaxoWellcome Research and
Development (Stevenage, Reino Unido).
La estrategia seguida para la identificación consistió en la digestión con tripsina de las
manchas proteicas, y la obtención de una “huella peptídica” mediante el análisis de la mezcla
resultante por espectrometría de masas de tipo MALDI-TOF. Las búsquedas en las bases de
75
Resultados
Tabla IX. Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas.
Mancha Mw (kDa)b ~1h Péptidos coincidentes Identificación
proteica
0

































0E1 número se refiere al gel representado
identificadas previamente por otro método.
b Valores experimentales (MELANIE 2.1).
Confirmado medianteNanoES-MS/MS,









































































paréntesis se indican manchas
Fig. 15a (página siguiente). Separación electroforética bidimensional de las proteínas secretadas por
protoplastos en un gel al 8% en la segunda dimensión. Los números de las manchas corresponden a las
identificaciones de la tabla IX.








datos se llevaron a cabo utilizando el programa PeptideSearchTM (Shevchenko eta?., 1996), en
una base de datos no redundante que contenía entradas de SwissProt, TREMBL y Genbank.
Los parámetros utilizados en la búsqueda fueron los siguientes: intervalo de error de +1-
100 ppm, considerar modificaciones (Cys como cistein-acrilamida y Met como MetOx),
mínimo de 4 péptidos coincidentes, permitir 1 corte parcial, peso molecular restringido (hasta
300 kDa) y especie no restringida. En aquellos casos en los que este análisis no dio lugar a
una identificación concluyente, se recurrió a la secuenciación mediante espectrometría de
masas en tándem. Se han analizado 70 manchas proteicas, de las cuales 33 fueron
identificadas, correspondientes a 19 proteinas diferentes. La tabla IX muestra estos resultados.
Todas las identificaciones obtenidas hasta el momento se han señalado en la figura 1 Sb.
Varias de las manchas corresponden a enzimas glicolíticas o de la fermentación, cuya
presencia en la superficie celular, como se ha comentado anteriormente, ya ha sido descrita
(Chaffm eta?., 1998; Edwards et al., 1999). Por otra parte, el análisis mediante espectrometría
de masas ha permitido determinar que la mancha proteica detectada por los anticuerpos frente
a Gasíp contiene al menos un homólogo de ésta, Gas3p. Resultados obtenidos posteriormente
también han confirmado la presencia de Gaslp en esta zona (véase el apartado 5.2.3 de este
capítulo). Además, se han detectado una serie de proteínas implicadas en procesos diversos.
Ahplp y Glrlp son respectivamente una alquil hidroperóxido reductasa (Lee eta?., 1999) y la
glutation reductasa (Collinson y Dawes, 1995), dos enzimas detoxificadoras. Ipplp es una
fosfatasa inorgánica (Kolakowski eta?., 1988). Bmhlp es homóloga a las proteínas 14-3-3 de
mamíferos (Gelperin et al., 1995). Kellp ha sido descrita recientemente como una proteína
implicada en fusión celular y morfogénesis (Philips y Herskowitz, 1998) y Prp46p es una
proteína que presenta dominios WD-40, supuestamente implicados en interacciones entre
proteínas (Smith eta?., 1999).
5. Obtención de un mapa de proteínas secretadas por protoplastos en un gradiente de
PH entre 4 y 7.
5.1. Separación electroforética en un gradiente de PH de 4 a 7.
Puesto que se había observado que la mayoría de las proteínas de pared conocidas
habían sido detectadas en la zona ácida de los geles bidimensionales de pH 3-10, se decidió
estrechar el intervalo de pH y ampliar así esta zona, con el fin de mejorar la resolución de las
manchas de proteína y facilitar su identificación. Esto se consiguió empleando un gradiente
lineal de pH entre 4 y 7 en la separación mediante isoelectroenfoque. Puesto que se iba a
realizar la identificación de las manchas proteicas mediante espectrometría de masas, la
separación en la segunda dimensión se llevó a cabo en geles de poliacrilamida al 8%. Los
geles preparados fueron teñidos con plata siguiendo el procedimiento descrito por
Schevchenko y colaboradores (Shevchenko et al., 1996b). Mediante observación visual se
detectaron del orden de 50 manchas proteicas. La figura 16 muestra la imagen de uno de los
geles obtenidos.
5.2. Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas.
La identificación mediante espectrometría de masas de las proteínas detectadas en los
geles de intervalo de pH entre 4 y 7 se realizó en el laboratorio del Dr. Walter Blackstock
(Ce?? Mapping Project), en el Medicines Research Centre (GlaxoWellcome, Stevenage, Reino
Unido), bajo la supervisión y con la ayuda de Malcolm Ward.
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5.2.1. Espectrometria de masas MALDI-TOF.
Las manchas proteicas fueron procesadas como se describe en Materiales y métodos.
Una alícuota de 1/20 de los volúmenes de digestión correspondientes a cada una de las
manchas fue analizada mediante espectrometría de masas MALDI-TOF. Se obtuvo así un
espectro asociado a cada una de las manchas, que constituye su “huella peptídica”. A este tipo
de espectro se le denominará “espectro MALDI-TOF” de ahora en adelante. Los espectros
fueron procesados de forma automática mediante el programa MassLynx (Micromass, Reino
Unido), obteniéndose una lista de masas peptídicas para cada una de las manchas. La huella
peptídica de cada mancha proteica fue comparada automáticamente con la base de datos
SwissProt 35.0 por el programa Protein Probe (Micromass, Reino Unido). En el caso de
aquellas manchas que presentaban un espectro de calidad, es decir, con varios picos
peptídicos intensos, también se realizó la comparación de la huella peptidica con la base de
datos nrprep (actualizada al 14/7/99) de forma individualizada empleando el algoritmo
PepSea (Protana, Dinamarca). Para que la identificación sea concluyente tienen que coincidir
al menos cinco péptidos, con un intervalo de error de 50 ppm, representando una cobertura
mínima de la secuencia del 15% (Mann el al., 1993). Ninguna de estas búsquedas dio lugar a
una identificación concluyente para ninguna de las manchas proteicas, por lo que se decidió
recurrir a otras técnicas espectrométricas.
5.2.2. Espectrometría de masas en tándem acoplada a cromatografía líquida
(LC/MS/MS).
Dado el limitado tiempo de que se disponía para realizar las identificaciones mediante
espectrometría de masas, se empleó la siguiente estrategia. Se eligieron cinco manchas que
presentaban un buen espectro MALDI-TOF (números 3, 10, 12, 19 y 29) y se mezclaron los
volúmenes restantes de las soluciones de digestión correspondientes en un vial. La mezcla
resultante fue analizada mediante espectrometría de masas en tándem acoplada a
cromatografia líquida. Esta técnica es utilizada por el grupo del Dr. Blackstock de forma
rutinaria para la identificación de bandas de proteína teñidas con Azul Coomassie procedentes
de electroforesis monodimensional. Con frecuencia una sola banda contiene varias proteínas
diferentes, y esta técnica es capaz de identificar todas ellas. El razonamiento seguido fue que
si era posible identificar varias proteínas a partir de la digestión de una única banda proteica,
probablemente también sería posible identificar las proteínas presentes en una mezcla
formada por las soluciones de digestión de varias manchas proteicas, que previsiblemente
contendrían una proteína cada una.
La mezcla fue inyectada en un equipo de cromatografia líquida capilar de fase inversa,
conectado en línea con un espectrómetro de masas de tipo Q-Tof, siendo eluida directamente
hacia éste con un gradiente acuoso-orgánico durante una hora. Los espectros obtenidos fueron
procesados de forma automática, dando lugar a una lista de las masas de todos los iones
detectados. Para la identificación de las proteínas presentes en la mezcla se empleó el
algoritmo del programa MASCOT (Matrix Science Ltd., Reino Unido;
http:\\www.matrixscience.com), y la comparación se realizó frente a la base de datos nrprep.
La forma de realizar esta búsqueda consiste en, una vez que el programa ha identificado la
proteína mayoritaria presente en la mezcla -que es aquella de la cual existe el mayor número
de masas peptídicas experimentales coincidentes con las masas peptídicas teóricas- eliminar
F6d¿S~&i& ~ál&esde la búsqueda y volver a realizar la comparación con la base dé dáf&sI





hasta que todos los iones detectados hayan sido asignados a alguna proteína. Este análisis se
realiza de forma tan exhaustiva porque, como ya se ha comentado, en las bandas proteicas
procedentes de electroforesis monodimensional es muy frecuente la comigración de varias
proteínas del mismo peso molecular aparente.
La primera proteína identificada fue Bgl2p, de la cual se encontraron 18 iones
peptídicos. A continuación apareció Cwplp, detectándose 14 iones. Después fueron
identificadas Tdh3p (5 iones peptídicos) y el producto del gen YDRO32c (4 iones peptídicos).
Por último se detectó Hsp ISOp, localizándose 3 iones peptídicos. De esta manera se consiguió
identificar las cinco proteínas presentes en la mezcla, y, además, la búsqueda rindió una sexta
identificación. Unicamente se detecté un péptido de la última de las proteínas identificadas, la
espermidina sintasa, probablemente un contaminante de alguna de las manchas, que fue
puesto de manifiesto gracias a la gran sensibilidad de la técnica. En la mezcla también se
detecté la presencia de tripsina (6 péptidos) y queratinas (13 péptidos), procedentes de
contaminación durante la manipulación de las muestras.
El siguiente paso fue asignar cada una de las identificaciones obtenidas a una mancha
proteica determinada. La estrategia seguida fue comparar de forma manual las listas de masas
peptídicas experimentales asociadas a cada una de las proteínas identificadas, con los
espectros MALDI-TOF de las manchas que habían sido incluidas en la mezcla, tratando de
encontrar en éstos los péptidos detectados por MS/MS específicos de cada proteína
identificada (véase un ejemplo en la figura 17).
La figura 17 muestra el espectro MALDI-TOF de la mancha proteica 3. En él se
localizó un ion peptidico [MH]~1con un valor miz de 2462.1. En la lista de iones peptidicos
correspondiente a la proteína YdrO32p se encontraron los valores tn/z de los iones peptídicos
[MHz]~2y [MHs]~3correspondientes al mismo péptido, 1231.46 y 821.33 respectivamente. Es
decir, este péptido de peso molecular 246 1.1 Da procede de YdrO32p. Así, los datos obtenidos
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF continuaron la identificación de la mancha 3
como el producto del gen YDRO32c. YDRO32c codifica una proteína de función desconocida,
que presenta homología con otras dos proteínas de S. cerevisine (Ycp4p y el producto del gen
YBRO52c) y con la proteína obrí de resistencia a brefeldina A de Schizosaccharotnyces
pombe.
En el espectro MALDI-TOF de la mancha proteica 10 se encontraron los iones [MH]~1
con valores de mlz 1699.1, 1940.1 y 1485, correspondientes a los péptidos de peso molecular
1698.1, 1939.1 y 1484 Da respectivamente (fig. 18). En la lista de masas experimentales
correspondientes a Bgl2p se localizaron los siguientes iones: [MH
2J~
2con m/z 849.84,
correspondiente al péptido de peso molecular 1697.68 Da, [MH
3f
3 a m/z 647.27,
correspondiente al péptido de 1938.8 Da, y [MHj~2 a rn/z 742.75, correspondiente al péptido
de 1483.5 Da. Esto confirma la identificación de la mancha 10 como Bgl2p. La observación
de que en el espectro MALDI-TOF de la mancha proteica 19 aparecían los iones
correspondientes a los mismos péptidos condujo a identificarla también como Bgl2p. El hecho
de que dos de las manchas presentes en la mezcla analizada sean la misma proteína implica
que alguna de las manchas es una mezcla de al menos dos proteínas.
La mancha proteica 29 fue identificada como CwpIp, al encontrar en su espectro
MALDI-TOF tres iones peptídicos cuyas masas coincidían con las calculadas para la
digestión con tripsina de esta proteína. Probablemente esta mancha contenga también





5.2.3. Espectrometria de masas en tándem con ionización mediante
nanoelectrospray (ESI/MS/MS).
Para continuar con la identificación de manchas proteicas decidimos utilizar la
espectrometría de masas en tándem con ionización mediante nanoelectrospray y detector de
tipo cuadrupolo. Esta técnica permite elegir un péptido concreto en una mezcla y
fragmentario, para así detenninar su secuencia aminoacídica.
Para llevar a cabo esta técnica se eligieron cuatro manchas proteicas que presentaban
un espectro MALD1-TOF de muy buena calidad, es decir, con varios picos peptídicos
intensos, con el fin de asegurar que habría péptidos en cantidad suficiente para ser analizados.
Las manchas elegidas fueron las siguientes: 22, 27, 47 y 48. Las figuras 20 a 23 muestran los
espectros MALDI-TOF de las manchas citadas. El volumen restante de las soluciones de
digestión con tripsina de cada una de estas manchas fue purificado para eliminar las sales y
concentrado. Una fracción de éste fue inyectada en el espectrómetro mediante
nanoelectrospray y analizada por espectrometria de masas en tándem. Una vez que se
detectaban picos peptídicos con doble carga, se procedía a su disociación inducida por
colisión. A estos espectros resultantes de la fragmentación de un péptido se les denominará
“espectros MS/MS”. Los espectros MS/MS obtenidos fueron interpretados manualmente,
deduciéndose de ellos secuencias aminoacidicas cortas y su posición dentro del péptido (lo
que se denomina sequence tags, literalmente “etiquetas de secuencia”) (Mann y Wilm, 1994).
Estas secuencias cortas, junto con el peso molecular del péptido correspondiente, fueron
comparadas con las bases de datos nrprep utilizando el algoritmo PepSea.
Al analizar la mancha proteica n0 27 se obtuvieron las siguientes secuencias cortas:
(360)VLIISG(716) en el péptido de 828.8 Da (fig. 20B), (505)VL/ITG(875) en el péptido de
1075.2 Da y (946)L/IT(l 160) en el péptido de 1875.6 Da. La búsqueda de estas tres
secuencias en las bases de datos de forma independiente resultó en la identificación de una
misma proteína, Cis3p. Así pues, la mancha 27 fije identificada como Cis3p. Esta proteína, a
la que también se ha denominado Pir4p/Ccwip/CcwI lp/Scw8p (Moukadiri a al., 1999; Mrsa
a al., 1997), pertenece a la familia de las proteínas Pir presentes en la pared celular. Cis3p
puede ser extraída de paredes celulares aisladas mediante el tratamiento con SDS en
condiciones reductoras (Mrsa a al., 1997) o con laminarinasa (Cappe]laro et al., 1998). La
proteína se localiza preferentemente en la superficie de yemas en crecimiento (Moukadiri et
al., 1999). Únicamente la deleción múltiple de varias proteínas de la familia Pir provoca
fenotipos característicos de daños en la pared celular (Mrsa y Tanner, 1 999a).
En el caso de la mancha 22, se observó que se trataba de una mezcla de dos proteínas.
La secuencia (621)QL/I(862) en el péptido de 1003 Da se encuentra en la proteína Bgl2p. La
secuencia (650)L/ITG(921) en el péptido de 1108.8 Daprocede de Hsp15Op (fig. 2113).
El análisis de la mancha proteica 48 dio lugar a las siguientes secuencias cortas:
(652)SYAG(1030) en el péptido de 1192.6 Da, (808)AFY(l 190) en el péptido de 1535.6 Day
(645)L/IAPV(1025) en el péptido de 1254.8 Da (N-terminal) (fig. 22). La comparación con
las bases de datos identificó la mancha como Gaslp en los tres casos.
Al analizar la mancha 47 se determinó la secuencia corta (460)L/ISG(716) en el
péptido de 829.2 Da. La búsqueda en las bases de datos originó cuatro posibles
identificaciones: Cis3p, HsplSOp, Pirlp y Pir3p, todas ellas proteínas homólogas, que






Tabla X. Identificación mediante espectrometria de masas dc las proteínas separadas en gradiente de
pH 4-7.
Mancha Identidad Método de detectados Secuencia~
proteica identificación




















































































































a Los péptidos señalados en negrita fueron localizados en los espectros MALDI-TOF.
b Las secuencias señaladas en rojo fueron determinadas mediante ESI/MS/MS.
Identificación probable, sin confirmar.
d Contiene una metionina oxidada.
n.d.: No determinada.



















II. ESTUDIO FUNCIONAL DEL GEN YDRUS5w/PSTi.
1. Características de la proteína codificada por el gen YDRO5Sw/PSTi.
El gen PSTJ codifica una proteína de 444 aminoácidos, con un peso molecular teórico
de 45.7 kDa. Esta proteína presenta en el extremo N-terminal de su secuencia aminoacídica
un posible péptido señal, estando el punto de procesamiento más probable entre los
aminoácidos Ala-19 y Ala-20, según el algoritmo de Von Heijne (Von Heijne, 1986).
Nuestras observaciones coinciden con esta predicción (véase el apartado 4.1. del capitulo 1 de
Resultados). Asimismo, en el extremo C-terminal hay una posible señal de anclaje a OH
(Caro el al., 1997). El sitio w de unión a la molécula de OPI correspondería al residuo Asn-
419. Además, la secuencia de Pstlp es muy rica en serinas y treoninas (un 29% en toda la
proteína), aminoácidos susceptibles de ser O-glicosilados durante el proceso de secreción.
Todas estas características son comunes a proteínas de la pared celular de S. cerevisiae
extraibles con glucanasas, y también a algunas proteínas de membrana (Caro et al., 1997). A
lo largo de toda la secuencia hay 15 sitios potenciales de N-glicosilación.
Pstlp presenta una homología considerable con las proteinas codificadas por otros tres
ORFs del genoma de £ cerevis¡ae, de manera que las cuatro proteínas han sido agrupadas en
una familia a la que se ha denominado “familia Sps2” (Caro ej al., 1997), por ser SPS2 el
primer gen de la misma que fue estudiado. Las cuatro proteínas de la familia presentan las
características citadas anteriormente: presencia de péptido señal en el extremo N-terminal,
señal de anclaje a GPI, y alto porcentaje de serinas y treoninas. La secuencia aminoacídica
deducida a partir de la secuencia del gen PSTJ presenta un 58% de similitud con la deducida a
partir del ORE YBRO78w/ECM33. El mutante generado por integración de un transposón en
este ORE presenta una serie de fenotipos que indican una alteración clara de la pared celular:
hipersensibilidad a zimoliasa, a toxina /4/ter Kl, a higromicina 13 y a Blanco de Calcoflúor, y
una proporción manosa:glucosa en la pared celular disminuida (Lussier el al., 1997). El
mutante delecionado en este gen en el fondo genético FYI 679 comparte todos estos fenotipos
de hipersensibilidad y además presenta una morfología aberrante (Vázquez, 1999). Las otras
dos proteínas de la familia Sps2 son las codificadas por los genes YDRS22c/SPS2 e
YCLO48w. La homología de Pstlp con éstas es menor, del 31 y 29% respectivamente, pero
sin embargo éstas están más próximas entre sí, presentando entre ellas una semejanza
del 43%.
Las proteínas con anclaje a OPI en £ cerevisiae forman parte de la membrana
plasmática o de la pared celular (Caro el al., 1997; Hamada el al., 1998a). En todas aquellas
que no están unidas covalentemente a la pared existe lo que se ha llamado un “motivo
dibásico”, es decir, dos residuos aminoacídicos básicos juntos inmediatamente por delante del
sitio w. Este motivo no aparece en las proteínas con anclaje a OPI unidas covalentemente a la
pared. No se conoce la función de este motivo, aunque se han propuesto varias posibilidades
(Caro et aL, 1997). La secuencia de Pstlp no presenta el motivo dibásico por delante del sitio
m, lo cual la asemeja a las proteínas unidas covalentemente a la pared, mientras que todas las
demás proteínas de la familia Sps2 sí presentan el citado motivo. Sin embargo, la secuencia de
Pstlp sí presenta dos residuos básicos por delante del sitio m, en las posiciones o-2 y o-5,
aunque no están contiguos. Hamada y colaboradores han propuesto que la presencia de estos
residuos podría constituir una señal negativa para la incorporación de proteínas con anclaje a





2.3. Obtención de diploides heterozigóticos y homozigóticos para pstIA::kanMX4.
El hecho de no haber sido capaces de hacer esporular al diploide FY1679 con un alelo
del gen PST1 interrumpido, y la semejanza de la proteína Pstlp con 5ps2p, una proteína
implicada en la esporulación (Percival-Smith y Segalí, 1987), podría indicar que quizás la
deleción de ¡‘ST] tenía algún efecto sobre este proceso. Con el fin de comprobar esto, se
construyeron cepas diploides con el gen ¡‘ST] delecionado en heterozigosis y en bomozigosis.
Para ello, el mutante MY55 obtenido se cruzó con la cepa isogénica silvestre 5288C,
obteniéndose 5 diploides heterozigóticos para la interrupción del gen, a los que se denominó
DME1-5. Todos ellos fueron capaces de esporular, tanto en medio sólido como en medio
líquido, con frecuencias de esporulación semejantes a la cepa silvestre.
Las ascas procedentes de la esporulación del diploide DMEI frieron disecadas, y tras
la germinación de las esporas se comprobaron las auxotrofías, tipo sexual y resistencia a
geneticina. Se seleccionaron varias de las cepas haploides delecionadas en el gen ¡‘ST], de
tipo sexual opuesto. Con estas cepas se realizaron dos cruces para la obtención de diploides
con el gen ¡‘ST] delecionado en homozigosis, prestando atención a que los diploides
construidos no tuvieran los dos alelos HIS3 delecionados, ya que la deleción h1s3á200
presente en la cepa FY1679 afecta a la capacidad de esporulación. La cepa DMEI-8c se cruzó
con la DME-lOc, seleccionándose dos de los diploides obtenidos, a los que se denominó
DM011 y DM012. A los diploides obtenidos a partir del cruce de DMEI-1]d y DME1-13c
se les llamó DM021 y DM022. Estos cuatro diploides, junto con el diploide heterozigótico
DME1 y la cepa diploide silvestre FY1679 se incubaron en medio de pre-esporulación
durante 16 horas, tras lo cual se indujo la entrada en el ciclo meiótíco por incubación en
medio de esporulación. Todas las cepas fueron capaces de esporular, tanto en medio líquido
como en medio sólido. Esto demuestra que la deleción del gen ¡‘ST] no impide la
esporulación.
3. Caracterización fenotipica del mutante MY5S.
Con el fin de averiguar si la deleción del gen PSTI afectaba de alguna manera a la
cepa FY1679-28C se realizaron diversos ensayos fenotípicos.
3.1. Crecimiento y morfología celular.
En primer lugar se comprobó que la falta del gen ¡‘ST] no tenía ningún efecto sobre el
crecimiento de la cepa mutante en glucosa a 280C. La velocidad de crecimiento de las cepas
silvestre y mutante en medio rico YPD y en medio mínimo fue similar. La morfología de
ambas cepas fue observada por microscopia de contraste de fases durante su crecimiento, no
apreciándose ningún tipo de defecto morfológico en la cepa MY55.
Se ha ensayado también el crecimiento en otras frentes de carbono, galactosa y
glicerol, sin encontrar diferencias entre las cepas ensayadas. Tampoco se han encontrado
diferencias en cuanto al crecimiento a distintas temperaturas (18 y 370C).
3.2. Sensibilidad a sonicación y lisis a 370C.
La prueba de sensibilidad a sonicación es empleada como screening primario en el
Nodo de Pared Celular y Morfogénesis del proyecto EUROFAN, para la detección de
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mutantes de levadura afectados en la pared celular. Su validez fue demostrada en nuestro
Departamento (Ruíz et al., 1999) sobre una colección de mutantes con una sensibilidad a
Blanco de Calcoflúor alterada (Lussier el al., 1997). La sonicación constituye una agresión
mecanica a la pared, de manera que aquellos mutantes que poseen una pared celular debilitada
presentan una mayor sensibilidad a este tratamiento. Las cepas FY1679-28C y MY55 fueron
sometidas a un tratamiento de sonicación de 30 segundos a una intensidad de 4 micrones, tras
lo cual se determinó el porcentaje de células ioduro de propidio positivas mediante citometría
de flujo (Ruíz el al., 1999), empleándose como control positivo la cepa ecm3l (Lussier el al.,
1997). No se han detectado diferencias en la sensibilidad a la sonicación entre ambas cepas.
Los mutantes afectados en la ruta de transducción de señales mediada por la MAP
kinasa Slt2p, que controla la integridad celular, son líticos a 370C (Heinisch el al., 1999). Una
alícuota de los cultivos empleados en el experimento anterior fue incubada a 370C durante
5 horas, determinándose igualmente la lisis celular, sin encontrar tampoco diferencias entre
las cepas silvestre y mutante.
3.3. Sensibilidad a choque térmico.
Las cepas FY1679-28C y MYS5 fueron sometidas a un choque térmico de 5 minutos a
520C, y posteriormente se determinó su viabilidad por el recuento de células en placa. La
supervivencia en ambos casos estuvo en tomo al 5%.
3.4. Sensibilidad a choque osmótico.
Un crecimiento deficiente en condiciones de elevada osmolaridad está asociado con
frecuencia a defectos en la pared celular o en componentes del citoesqueleto (revisado en
(Hampsey, 1997). Se ha analizado la sensibilidad de la cepa MY55 a altas concentraciones
salinas, empleando concentraciones de cloruro sódico desde 0.8 M hasta 1.6 M. El ensayo se
realizó mediante el procedimiento de siembra en gotas, descrito en Materiales y métodos. No
se han observado diferencias de sensibilidad entre las cepas silvestre y mutante a ninguna de
las concentraciones ensayadas.
3.5. Sensibilidad a zimoliasa.
La zimoliasa es una mezcla de enzimas hidrolíticas, constituida principalmente por 13-
1,3-glucanasas y proteasas, que digiere la pared celular de las levaduras, provocando en
última instancia la lisis celular. La diferente sensibilidad de las levaduras a esta preparación
ha sido ampliamente utilizada para detectar cambios en la composición y organización de la
pared celular (de Nobel el al., 1990; Lussier el al., 1997; Ovalle el al., 1998; Ram el al.,
1994). El ensayo de sensibilidad a zimoliasa se realizó observando el descenso en la densidad
óptica de una suspensión de células de 5. cerevisiae en presencia de zimoliasa 20T a una
concentración dc 12.5 ~.tg/ml,según el protocolo descrito por Lussier y colaboradores (Lussier
el al., 1997), no apreciándose diferencias de sensibilidad a zimoliasa entre la cepa mutante
MY55 y la cepaparental.
3.6. Sensibilidad a Calcofiúor y Rojo Congo.
El Blanco de Calcoflúor es un fluorocromo que se une a las cadenas en formación de
quitina, y de 3-1 ,3-glucano en menor medida, impidiendo la cristalización y el ensamblaje de
las microfibrillas (Elorza el al., 1983; Murgui e/al., 1985; Roncero y Duran, 1985). Interfiere
99
Resultados
así en la organización supramolecular de la pared celular, de manera que una pared celular
debilitada no resiste concentraciones de estos agentes que normalmente no afectan a células
silvestres. El Rojo Congo, otro compuesto de características similares, afecta al ensamblaje de
las cadenas de j3-1,3-glucano (Kopecka y Gabriel, 1992). La sensibilidad a ambos compuestos
ha sido empleada en diversos rastreos para la identificación de genes implicados en la
biosíntesis y arquitectura de la pared celular (Lussier el al., 1997; Ram el al., 1994).
Con el fin de examinar si existía una alteración en la pared del mutante MYS5, se
estudió su sensibilidad a los dos compuestos citados, mediante la siembra de diluciones en
gota. Se han ensayado concentraciones de hasta 40 ¡.iglml de Blanco de Calcoflúor y
100 jxg/ml de Rojo Congo, sin observar diferencias entre la cepa silvestre y el mutantepsdA.
3.7. Sensibilidad a cafeína.
La cafeína, un inhibidor de la fosfodiesterasa de AMP cíclico, provoca un incremento
en los niveles de cAMP, activando así la protein kinasa dependiente de cAMP. Los mutantes
afectados en la ruta de transducción de señales mediada por la MAP kinasa Sít2p, que
controla la integridad celular, son sensibles a cafeína (Heinisch el al., 1999). Ya que estos
mutantes presentan una pared celular debilitada, decidimos ensayar la sensibilidad de nuestro
mutante a este compuesto. El ensayo se realizó igualmente mediante la siembra en gotas,
utilizándose concentraciones de cafeína en un intervalo que fue desde 0.75 mg/ml hasta
1.5 mg/mI. No se ha observado hipersensibilidad de la cepa mutante MY55 a cafeína en las
condiciones ensayadas.
3.8. Sensibilidad a toxina killer.
La toxina Ujier Kl producida por algunas cepas de levadura es una toxina formadora
de poros en la membrana, que requiere un paso inicial de unión a un receptor en la pared
celular para ejercer su acción (Bussey, 1991). Este receptor es probablemente el ¡3-1,6-
glucano, ya que se ha demostrado su unión a la toxina in vitro y que puede actuar como
inhibidor competitivo iii vivo (Hutchins y Bussey, 1983). Los mutantes resistentes a la toxina
killer Kl presentan niveles disminuidos de ¡3-1,6-glucano álkali-insoluble, y también en
ocasiones defectos en la glicosilación (Orlean, 1997). La alteración en la sensibilidad a la
toxina killer Kl constituye una buena herramienta para detectar defectos de la pared celular, y
ha sido por ello empleada en diversos rastreos para la búsqueda de mutantes afectados en esta
estructura (Lussier el al., 1997; Ram el al., 1994). Se ha ensayado la sensibilidad de la cepa
mutante MY5S a la toxina killer K1, no detectándose ninguna diferencia respecto a la cepa
parental.
La toxina killer K9 producida por ¡‘¡chía mrakii es un inhibidor de la síntesis de la
pared celular y de la actividad 13-1,3-glucán sintasa en varios hongos (Hong el al., 1994). Se
ha analizado también la sensibilidad a esta toxina, sin encontrar diferencias entre las cepas
silvestre y mutante.
3.9. Regeneración de protoplastos en medio sólido.
La incubación de los protoplastos de 5. cerevisiae en condiciones adecuadas conduce a
la regeneración de la pared celular. Una incapacidad parcial o total de la cepa mutante para
regenerar esta estructura indicaría que la proteína estudiada es necesaria o imprescindible en
procesos de construcción o reparación dc la pared celular. Sin embargo, tanto la cepa silvestre
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FY1679-28C como la mutante MYS5 presentaron idéntico porcentaje de viabilidad en la
regeneración de protoplastos. Este experimento permitió también comprobar que no existen
diferencias de sensibilidad al mercaptoetanol, un agente reductor que libera proteínas de la
pared celular.
4. Estudio de las interacciones genéticas entre PSTI y genes implicados en la
construcción de la pared celular.
La expresión del gen ¡‘ST] se encuentra inducida en los mutantes kre6A (T. Roemer,
comunicación personal) y jkslA (Terashima el al., 1999), ambos afectados en procesos de
biosíntesis de la pared celular (Orlean, 1997). Estos datos nos sugirieron explorar la relación
existente entre el gen objeto de este trabajo y los genes KRE6 y FKSJ, y comprobar si existía
una letalidad sintética entre el mutanteps/JA y los dos mutantes mencionados. Ya que además
disponíamos de un mutante interrumpido en el gen GAS], que también presenta una pared
celular alterada, se decidió emplearlo también en este análisis. Para lograr este objetivo se
procedió a la construcción de cepas diploides heterozigóticas ps/lA kre6A, ps/JAJksJA y
ps/JA gas JA, para después de su esporulación analizar la progenie resultante.
La cepa diploide ps/JA kre6A se obtuvo mediante el cruce de las cepas TA405
kre6A::H153 y FKLSOO2-09B lpsll/x::kanMX4). Por micromanipulación se aislaron cinco
zigotos, en los cuales se indujo la esporulación. Se disecó un total de 24 ascas del diploide
MPl5, en 16 de las cuales germinaron las cuatro esporas. En las 8 ascas restantes germinaron
3 esporas. Al estar el gen KRE6 interrumpido con el marcador H153, y ser la cepa FKLSOO2-
09B protótrofa para histidina, no se pudo comprobar mediante la presencia del marcador
cuáles de las esporas germinadas portaban la deleción en dicho gen. Sin embargo, el genotipo
kre6A se reconoció por el tamaño pequeño de las colonias que llevaban dicha mutación
(Roemer y Bussey, 1991). Tras determinar cuáles de las esporas germinadas eran resistentes a
geneticina, y tenían por tanto el gen PSTJ delecionado, se observó que existían varias
colonias en las cuales coincidían los fenotipos de tamaño pequeño dc colonia y resistencia a
geneticina. Es decir, se han obtenido dobles mutantes ps/JA kre6A, lo cual indica que la doble
deleción no es letal para la célula. Con posterioridad se ha comprobado por PCR la deleción
del gen KJ?E6 en seis de los supuestos dobles mutantes obtenidos. Para ello se emplearon los
oligos KREUP, que hibridaba ups/rearn del gen KRE6, y KREDW, que hibridaba con la
secuencia del marcador 11153. En todos los dobles mutantes analizados se confirmó la
interrupción por la amplificación de la banda de 832 pb esperada.
La cepa diploide heterozigótica ps/JAflcsJA se construyó cruzando las cepas AR100
(jkslA::HIS3) y MY55 (ps/JA::/canMX4) y aislando los zigotos por mícromanipulación.
Después de inducir la espomíación, se disecaron 12 ascas procedentes del diploide MP33 y
9 ascas procedentes del diploide MP36, y se analizaron las esporas germinadas. En ambos
casos se encontraron colonias haploides protótrofas para histidina y resistentes a geneticina, y,
por tanto, delecionadas en los genes PSTJ y FKSJ, no siendo pues la doble deleción sintética
letal.
La cepa diploide heterozigótica ps/JA gasJA se obtuvo mediante el cruce de las cepas
ARlO4 (gas]A::LEU2) con FKLSOO2-09B (psíJA::kanMX4), aislándose los diploides en
medio selectivo. Tras la esporulación de éstos se disecaron ascas procedentes de los diploides
MP22 y MP23, y una vez germinadas las esporas, se comprobó la existencia de clones
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haploides protótrofos para leucina y resistentes a geneticina, es decir, dobles mutantes
ps/JA gas JA. Se concluyó, por tanto, que la doble deleción de ¡‘ST] y GASJ no es letal.
5. Estudio de la complementación de la mutación ecm33A por el gen PSTI.
Como se ha comentado anteriormente, el gen ECM33 coditica una proteína que
presenta una alta similitud con Pstlp. La implicación del gen ECM33 en procesos
relacionados con la pared celular fue puesta de manifiesto en estudios realizados en nuestro
Departamento. El mutante de deleción ecm33A presenta una serie de fenotipos que indican
que posee una pared celular alterada, como son morfologia aberrante, hipersensibilidad a
sonicación, a zimoliasa, a Calcofiñor y Rojo Congo, a higromicina B, a toxina Uller e
hipersensibilidad a cafeína remediable por sorbitol (Vázquez, 1999). Ya que la doble deleción
de los genes PST] y ECM33 agrava algunos de los fenotipos mostrados por el mutante
sencillo ec,n33A (Vázquez, 1999), y dada la alta homología existente entre las proteínas por
ellos codificadas, decidimos comprobar si la presencia de un elevado número de copias del
gen ¡‘ST] era capaz de complementar los fenotipos mostrados por el mutante sencillo
ecm33A. Con este objetivo se eligió el vector episómico YEp352. El producto de PCR que
contenía el ORF junto con sus secuencias flanqueantes (descrito en el apañado 2 de este
capítulo) fue subclonado en el vector pGEM®-T, obteniéndose el plásmido pMGD55. Tras la
digestión de dicho plásmído con las enzimas de restricción SacI y SphI se obtuvo un
fragmento de 2.1 Kb, que contenía el gen ¡‘ST] con sus zonas promotora y terminadora. Este
fragmento fue subelonado en el vector YEp352, originándose el plásmido YEp352-PSTI.
El plásmido YEp352-PST1 fue transformado en las cepas FY1679-28C y ecm33A, y
los transformantes fueron analizados para determinar si existía complementación. Se llevaron
a cabo los experimentos de sensibilidad a cafeína, higromicina B, Blanco de Calcotiñor, Rojo
Congo y toxina killer Kl. No se observó complementación alguna en el caso de la cafeína, el
Calcoflúor y el Rojo Congo. En cuanto a la sensibilidad a higromicina B y toxina killer Kl, se
apreció una ligerísima complementación (fig. 26).
Fig. 26. Análisis de la complementación de la hipersensibilidad a higromicina B del mutante ecm33A
por la sobreexpresión de ¡‘ST]. Las cepas silvestre FY1679-28C y mutante ecmS3A fueron
transformadas con el plásmido episómico YEp352-PSTl. Como control negativo de la







6. Análisis fenotípico de los dobles ¡nutantes pstlA ecm33A.
Dado que la interrupción del gen PSTJ en un fondo delecionado en este gen agravaba
algunos de los fenotipos presentados por el mutante sencillo ecm33A, y ya que el análisis
fenotípico del mutante ps/JA no había proporcionado ninguna pista sobre la posible función
de Pstlp, decidimos continuar con el análisis de los dobles mutantes ps/JA ecm33A.
6.1. Análisis de la glicosilación de proteínas.
Los dobles mutantes ps/JA ecm33A presentan una hipersensibilidad a la higromicina
B, que es más acusada que la presentada por el mutante sencillo ecm33A (Vázquez,1999).
Está descrito en la literatura que la mayoría de los mutantes que tienen algún defecto en la
glicosilación de proteínas, ya sea N- u O-glicosilación, o en la formación del GPI, presentan
una hipersensibilidad a este antibiótico (Ballou el al., 1991; Dean, 1995). Además, la
hipersensibilidad a toxina killer Kl de los dobles mutantes ps/JA ecm33A y la baja proporción
de manosa en la pared celular del mutante de transposición ecm33 (Lussier el al., 1997)
también podían apuntar a una alteración las manoproteinas de la pared.
Con el fin de descubrir si el proceso de N-glicosilación de proteínas estaba afectado en
los dobles mutantes, se utilizó la invertasa como modelo. La invertasa secretada es una
glicoproteina que contiene entre 9 y 10 cadenas de azúcares unidas a través de residuos de
asparragina (N-glicosilación) (Reddy el al., 1988), y no presenta O-glicosilación. Se ha
empleado por ello como modelo para el análisis de la N-glicosilación. En un gel de
poliacrilamida, la invertasa glicosilada silvestre migra como una banda difusa. En cepas con
defectos en la N-glicosilación, la forma glicosilada de la invertasa migra a mayor velocidad, y
forma una banda más discreta. Con el objetivo de determinar si existían defectos en este
proceso, se analizó la invertasa producida por los dobles mutantes ps/JA ecm33A. La invertasa
fue detectada poniendo de manifiesto su actividad en un gel de poliacrilamida corrido en
condiciones nativas, como se describe en Materiales y métodos. La figura 27 muestra que no
existía diferencia en el tamaño de la invertasa glicosilada producida por las diferentes cepas
analizadas, indicando que los mutantes psíJA, ec¡n33A y psi JA ecm33A no presentan defectos
apreciables en el proceso de N-glicosilación.
Para analizar si existía algún defecto en la O-glicosilación de proteínas, se empleó
como modelo la endoquitinasa Ctslp, una proteína de pared que también es secretada al
medio. Esta proteína está exclusivamente O-glicosilada (Kuranda y Robbins, 1991), y se
considera un buen indicador de la actividad glucosilante ¡ti vivo (Gentzseh y Tanner, 1996).
La endoquitinasa presente en la fracción de proteínas de pared extraibles con SDS en
condiciones reductoras fue analizada mediante Westem-blotting con anticuerpos policlonales
específicos (hg. 28). No se ha detectado una variación de tamaño de la endoquitinasa entre la
cepa silvestre, los mutantes sencillos ps/JA y ecm33A, y los dobles mutantes ps/JA ecm33A,
lo cual indica que el proceso de O-glicosilación no está afectado en los citados mutantes.
6.2. Análisis de la presencia de componentes de la pared celular en el medio de
cultivo.
En algunos mutantes afectados en la pared celular se produce una mayor liberación de
algunos componentes de esta estructura al medio de cultivo, siendo este fenómeno indicativo
de un posible defecto en el ensamblaje de los mismos en la pared celular (Kapteyn el al.,





Hg. 27. Detección de la invertasa en gel
nativo. La producción de invertasa
glicosilada fue inducida en un medio pobre
en glucosa durante 3 horas. La invertasa
glicosilada aparece en la parte superior del
gel. La banda inferior corresponde a la forma




(4) pstJA ecin33A (lB)
(5) pstlA ecm33A (lOC)
(6) ps/lA ecmJSA (lIB)
Hg. 28. Análisis de la endoquitinasa Ctslp
mediante Western-blotting. A la derecha se
indican los pesos moleculares en kDa. Los
números de los caniles coinciden con los de la
tigura27.
fallando en cada caso. Así, un enriquecimiento del medio de cultivo en proteínas GPI
indicaría un defecto en la unión entre estas proteínas y el 13-1,6-glucano, mientras que un
aumento en la liberación de proteínas Pir implicaría un fallo en el enlace de éstas al 13-1,3-
glucano. Con el fin de determinar si existía algún defecto de este tipo en los mutantes objeto
de este estudio, se analizó la presencia de varios componentes de la pared celular en el medio
de cultivo de los mismos mediante Western-blotting. Los componentes analizados han sido
los siguientes: 13-1,6-glucano, 13-1,3-glucano, Cwplp, como modelo de proteínas ancladas
mediante GPI, y Pir2/Hspl5O, como modelo de las proteínas Pir, ancladas a la pared
directamente a través del 13-1,3-glucano.
- Noté ha o$servadó ninguna diferencia en la cantidad de Cwplp liberada al medio por
las cepas silvestre, ps/JA, ec¡n33A y pstlA ec¡n33A (fig. 29). Tampoco se ha apreciado
variación en la cantidad de Pir2p liberada al medio por estas cepas, aunque sí se han
observado diferencias cualitativas. Mientras que en la cepa silvestre y el mutante ps/lA se
observa una banda mayoritaria de unos 150 kDa, en el mutante sencillo ecm33A y en los
dobles mutantes psíJA ecm33A, es mayoritaria una banda superior (hg. 29). En los mutantes
ecm33A y ps/JA ecmn33A se aprecia asimismo un incremento en la liberación al medio de IB-
1,6-glucano unido a proteínas (fig. 29).
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Hg. 29. Análisis de la liberación de
componentes de la pared celular al
medio de cultivo mediante
Westem-blotting. Para la leyenda
de los carriles, véase la figura 27.
7. Inmunolocalización de la proteína Pstlp.
7.1. Construcción de Pstlp-myc.
Con el fin de estudiar su localización subcelular, la proteína Pstlp fue marcada
mediante la inserción de seis copias del epítopo e-myc en tándem, entre los residuos 148 y 149
de su secuencia (hg. 30B). Para conseguir este objetivo se introdujo la diana de restricción
Noii en la secuencia del gen PSTJ mediante una PCR solapante. Los oligos UP-PSTl y
MYC-L04 se emplearon para amplificar una banda de 1,6 Kb que contenía el extremo 5’ del
gen junto con su zona promotora, introduciendo la diana de restricción NoII tras la base 442
de la secuencia de ¡‘ST]. Los oligos MYC-UP3 y LO-PST1 amplificaronuna banda de 1,4 Kb
que contenía el extremo 3’ del gen, con una diana NoII tras la base 442 de su secuencia, más
la zona terminadora. Posteriormente se realizó una PCR solapante, empleando como DNA
molde las dos bandas de 1,6 y 1,4 Kb amplificadas anteriormente, y como cebadores los
oligonucleótidos UP-PST1 y LO-PSTl (fig. 30A). El producto de la PCR, que contenía el gen
¡‘STJ con un punto No/I insertado, junto con sus zonas promotora y tenninadora, fue
subclonado en el vector pGEM®-T, dando lugar al plásmido p5SiNOT2b. La correcta inserción
de la diana NoiI fre confirmada por secuenciación. Mediante digestión con ¡‘sIl se obtuvo un
fragmento de 3 Kb, que contenía el gen PSTJ (con el punto NoiI insertado) junto con sus
zonas promotora y terminadora. Este fragmento fue subelonado en el punto ¡‘s/l del vector
centromérico YCplac lii, originándose el plásmido pMIL1. El plásmido pMIL4 se obtuvo
mediante la inserción en pMILl de un fragmento NoII-NoII de 300 pb, que contenía seis
copias de la secuencia codificante del epítopo c-myc en tándem.
7.2. Análisis de la funcionalidad de Pstlp-myc.
Con el fm de comprobar la funcionalidad de la proteína marcada Pstlp-myc,
analizamos su capacidad para complementar alguno de los fenotipos mostrados por el doble
mutante ps/JA ecin33á. En el doble mutante se ha observado un elevado grado de doble
fosforilación en treonina y tirosina de la MAP kinasa Slt2p, en condiciones en las que el nivel
de activación de esta proteína en una cepa silvestre es basal. Este grado de fosforilación es
muy superior al mostrado por los mutantes sencillos ps/JA y ec,n33A (Vázquez, 1999). La






7.3. Localización de Pstlp-myc mediante fraccionamiento celular y Western-blotting.
Para estudiar la localización de la proteína Pstlp marcada con el epítopo c-myc, el
plásmido pMIL4 fue transformado en la cepa MY55. Siguiendo el procedimiento descrito en
Materiales y métodos, a partir de los transformantes se obtuvieron las proteínas secretadas al
medio de cultivo, las proteínas de pared extraibles con SDS en condiciones reductoras, y las
extraibles con glucanasas. El análisis de estas muestras mediante Western-blotting empleando
anticuerpos monoclonales frente al epítopo c-myc mostró que la proteína Pstlp-myc aparece
en la fracción de proteínas de pared extraibles con SOS (hg. 32). No se observó ninguna señal
en la fracción de proteínas extraibles con zimoliasa. Como control interno se empleó la
proteína Cwplp, que puede ser extraída de la pared mediante el tratamiento con glucanasas.
Además, la proteína Pstlp-myc fue detectada en el medio de cultivo, apareciendo como una
banda de peso molecular superior a la banda correspondiente a Pstlp-myc detectada en la
fracción de proteínas de pared extraibles con SDS. La especificidad de los anticuerpos se
comprobó empleando como control negativo la cepa MY55 transformada con el plásmido
pMJL1, que lleva el gen PSTJ con la diana NoII insertada, sin la secuencia codificante del
epítopo.
Debido a que en la fracción de proteínas de pared extraibles con SDS en condiciones
reductoras en ocasiones aparecen como contaminantes proteínas de la membrana plasmática,
decidimos investigar la presencia de la proteína Pstlp-myc en las membranas celulares. Con
este objetivo, las proteínas integrales de membrana fueron solubilizadas con Triton X-114 y
aisladas del resto de proteínas mediante separación de fases (Bordier, 1981). Las fases acuosa
y detergente fueron analizadas mediante Western-blotting con los anticuerpos frente al
epítopo c-myc, detectándose la proteína Pstlp-myc en ambas fases en proporción semejante
(fig. 33). El correcto aislamiento de las proteínas integrales de membrana se comprobó con
anticuerpos frente a Gaslp, una proteína con anclaje mediante OPI que se localiza en la
membrana plasmática, y que ha sido empleada como marcador de dicho orgánulo (Schneiter
el aL, 1999), y con anticuerpos frente a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, una
proteína citosólica. GasIp fue detectada únicamente en la fase detergente, como corresponde
a una proteína de sus características, mientras que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
aparecía en la fase acuosa (fig. 33).
Fig. 32. Análisis de la localización de Pstlp-myc en la pared celular mediante fraccionamiento y
Western-blotting con anticuemos monoclonales frente al epítopo c-myc. (M) medio de cultivo;
(E) extracto citoplasniático; (S) proteínas de pared extraídas con SDS; (7) proteínas de pared extraídas
con zimoliasa. La especificidad de la señal se comprobó empleando como control negativo la cepa
MY5S transformada con pMIL1 (carriles 1). Los carriles 4 corresponden a MY55/pMIL4. A la
derecha se indican los pesos moleculares en kDa.
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Fig. 33. Análisis de la localización de Pstlp-myc en membranas mediante fraccionamiento y Western-
blotting con anticuerpos monoclonales frente al epítopo c-myc. E) extracto total; A) fracción acuosa;
D) fracción detergente. La especificidad de la señal se comprobó empleando como control negativo la
cepa MYS5 transformada con pMILI (carriles 1). Los canIles 4 corresponden a MYS5/pMIL4. Como
controles del fraccionamiento se emplearon la proteína de membrana GasIp y la proteína citosólica
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). A la derecha se indican los pesos moleculares en
LtDa.
7.4. Localización de Pstlp-myc mediante inmunofluorescencia indirecta.
La localización subeelular de Psttp-myc fue analizada mediante inmunofluorescencia
indirecta y microscopia confocal, con el fin de examinar su presencia en la superficie celular.
El ensayo se realizó sobre la cepa MY5S (ps/JA) transformada con el plásmido pMIL4, que
lleva la proteína de fusión Pstlp-myc, empleándose como control negativo la misma cepa
transformada con el vector pMILI.
Los datos obtenidos mediante microscopia confocal muestran que la proteína Pstlp-
myc se localiza preferentemente en la superficie celular, como se observa en la figura 34.
Pstlp-myc también aparece en el citoplasma, de forma compartimentalizada, con aspecto de
gránulos, como si se tratase de vesículas de secreción. Estos resultados son además
concordantes con los obtenidos mediante fraccionamiento subcelular.
Para conseguir la detección de la proteína marcada Pstlp-myc fue necesaria la
formación de esferoplastos, ya que tras la incubación de las células intactas con los
anticuerpos primario y secundario no se observó señal alguna. Ello indica que la proteína
Pstlp-myc no es accesible para los anticuerpos si previamente no se desorganiza la pared
celular ligeramente, sugiriendo que no se encuentre expuesta en la capa más externa de ésta.














III. ESTUDIO DE LA SECRECIÓN DE LA ENOLASA Y LA FRUCTOSA
BIFOSFATO ALDOLASA A LA SUPERFICIE CELULAR.
La presencia de enzimas glucolíticas en la superficie celular de diversos
microorganismos, incluyendo la levadura 5. cerevisiae, está descrita en la literatura (revisado
en Chaffin el al., 1998). Sin embargo, la controversia originada por la identificación de
algunas de estas enzimas entre las proteínas secretadas por protoplastos (ver tablas de
identificación) nos llevó a comprobar por métodos genéticos que realmente estas enzimas
glucolíticas eran capaces de llegar a la superficie celular. La estrategia seguida fue emplear
como gen marcador un alelo del gen SUC2 de £ cerevisiae que codifica una forma
intracelular de la invertasa. El gen SUC2 en £ cerevisiae da lugar a dos mRNAs regulados de
forma diferente. El mRNA mayor codifica una forma de la invertasa que es secretada y
glicosilada, mientras que el mRNA menor codifica una forma intracelular, no glicosilada, de
dicha enzima (Caríson el al., 1983). La secreción de la invertasa al espacio periplásmico es
necesaria para el crecimiento de 5. cerevisiae en sacarosa como única fuente de carbono, y,
por tanto, los mutantes suc2A no son capaces de crecer en dichas condiciones. El
razonamiento fue que si la enolasa (u otra proteína) era capaz de alcanzar la superficie celular,
podría dirigir la salida de la forma intracelular de la invertasa fusionada a ella. Esto se pondría
de manifiesto por la capacidad de una cepa suc2A transformada con la proteína de fusión de
crecer en sacarosa como única fuente de carbono.
1. Construcción de las proteínas híbridas Eno2-Suc2 y Fbal-Suc2.
Decidimos elegir dos de las enzimas glucolíticas detectadas, la enolasa y la fructosa
bifosfato aldolasa, para comprobar esta hipótesis. Los genes ENO2 y FRA] fueron
amplificados mediante PCR a partir de DNA genómico de la cepa 5288C de £ cerevisiae. El
gen ENO2 sin los dos últimos codones, con una zona promotora de 700 pb, y flanqueado por
las dianas de restricción BamHI-BamHI, fue amplificado con los oligonucleátidos UP-ENO y
LO-ENO. El gen FRA] sin su codon de terminación, con una zona promotora de 630 bp, y
flanqueado por las dianas de restricción RatnHI-BglII, fue amplificado utilizando los oligos
UP-FBA y LO-FBA. Ambos productos de PCR frieron subclonados en el vector pGEM®-T,
dando lugar a los plásmidos pGENO y pGFBA respectivamente. A partir de estos plásmidos
se obtuvieron los fragmentos BamHI-Ba¿nHI y BamnHI-BglII, que contenían los genes ENO2 y
FRAJ respectivamente. Ambos fragmentos fueron subelonados en el punto BglII del plásmido
pSCí, un derivado del vector centromérico YCplac33 que contiene un alelo suc2, sin la
secuencia codificante del péptido señal ni de la metionina n0 21 de la invertasa, tras la citada
diana de restricción. El mantenimiento de la fase en las fusiones se comprobó mediante
secuenciación. Los plásmidos centroméricos que contenían las construcciones hibridas ENO2-
suc2 y FRAJ-suc2 fueron denominados pENO2S y pFBAIS respectivamente (fig. 35A). Estos
plásmidos fueron transformados en la cepa de 5. cerevis¡ae SS1O (suc2A9). En ambos casos
se obtuvieron transformantes que, tras ser replicados a YPS, mostraron su capacidad de crecer
en sacarosa como única frente de carbono (fig. 36). Estos resultados indican que tanto la
enolasa como la fructosa bifosfato aldolasa son capaces de dirigir la salida/exportación de la
forma intracelular de la invertasa a la superficie celular. Además, se comprobó que la
presencia de las proteínas híbridas en la superficie celular no se debía a la lisis celular, ya que
los transformantes que llevaban el plásmido pSCí, que únicamente contiene el alelo suc2





Fig. 36. Análisis de la complementación de la
cepa SSlO (suc2A9) por los plásmidos que
llevan las distintas construcciones híbridas. La pLCI pSCI9
cepa SSIO fue transformada con los plásmidos
indicados. Los transformantes obtenidos en
medio selectivo sin uracilo fueron estriados en el pENO2S FBAIS
mismo medio, y posteriormente replicados a
YPS-antimicina, evaluándose al cabo de pENO2Sde pENO2SAMN
48 horas su capacidad para crecer en un medio
con sacarosa como única fuente de carbono.
Como control positivo se empleó la cepa pENO2Sdk
transformada con pLC 1, un plásmido
centromérico que lleva el alelo SUC2 silvestre
.
2. Determinación de zonas implicadas en la secreción de la enolasa.
Con el fin de determinar si existían en la enolasa regiones implicadas en su
exportación, decidimos estudiar la secreción de proteínas hibridas como en el caso anterior,
empleando formas truncadas de la enolasa. Para la construcción de éstas aprovechamos las
dianas de restricciónEcoRI, KpnI y HindIII presentes en la secuencia del gen ENO2.
Este gen tiene dos dianas de restricción EcoRI y otras dos dianas KpnI en su
secuencia, de forma que al eliminar los fragmentos EcoRI-EcoRI o KpnI-KpnI y religar el
gen, se mantiene en ambos casos el marco de lectura, resultando así dos formas truncadas de
la enolasa (para la situación de las dianas, véase la figura 37). El plásmido pGENO fue
digerido con EcoRI, eliminándose un fragmento EcoRI-EcoRI de 250 bp, y religado, para dar
lugar al plásmido pGENOAEcoRI. El plásmido pGENOAKpnI se obtuvo tras digerir pGENO
con KpnI, y religarlo eliminando un fragmento KpnI-KpnI de 700 bp. A partir de estos dos
plásmidos se obtuvieron los fragmentos BaznHI-BamHI que contenían las formas truncadas
del gen ENO2, y de igual manera que en las construcciones iniciales, se subclonaron en el
punto BglII del plásmido pSC 1. A los plásmidos obtenidos se les denominó respectivamente
pENO2Sde y pENO2Sdk (fig. 35B). Ambos fueron transformados en la cepa SSlO (suc2A9).
Los transformantes que llevaban el plásmido pENO2Sdk no fueron capaces de crecer en
sacarosa como única frente de carbono. Los transformantes que llevaban el plásmido
pEiNO2Sde si crecieron en estas condiciones, aunque más lentamente que los transformantes
que expresaban la proteína híbrida con la forma silvestre de la enolasa (fig. 36). Es decir, la
eliminación de los aminoácidos 101 a 352 en la secuencia de la enolasa (correspondientes al
fragmento KpnI-KpnI de 700 bp de ENO2) impide la salida de la proteína híbrida
Eno2AKpnl-Suc2 a la superficie celular. Por otra parte, la eliminación de los
residuos 169 a 251 (correspondientes al fragmento EcoRI-EcoRI de 250 bp) afecta
negativamente a la secreción de laproteína híbrida Eno2AEcoRI-Suc2.
La secuencia del gen ENO2 presenta tres dianas de restricción HindIlI. Mediante
digestión parcial del plásmido pOENO con esta enzima se eliminó el fragmento HindllI-
HindIIl de 540 pb. Tras la religación se obtuvo el plásmido pGE44. Al igual que en los casos
anteriores, se mantenía la fase de lectura dentro del gen truncado. A partir de pGE44 se
obtuvo el fragmento Ra¡nHI-RamHI que contenía la tercera forma truncada del gen ENO2, el
cual fUe igualmente subelonado en el punto BgIII del plásmido pSCl. El plásmido resultante
pENO2SAHN fue transformado en la cepa SS 10. Los transformantes obtenidos no fueron




enzima. Después de la electroforesis y la transferencia, las membranas fueron incubadas con
el anticuerpo anti-Suc2p en presencia de un extracto citoplasmático de la cepa suc2A9 5510
(5 mg de proteína), con el fm de eliminar uniones inespecíficas. El tamaño de las proteínas
híbridas resultó ser el mismo tanto en las muestras tratadas con Endo-H como en los controles
sin tratar (fig. 38). Como control positivo de la reacción se empleó un extracto de la cepa
silvestre FY1679-28C (carril 7). La invertasa glicosilada apareció como un rastro difuso entre
115 y 182 kDa, mientras que la forma deglicosilada migró como una banda definida de unos
62 kDa, coincidiendo con resultados descritos previamente (Guthrie y Fink, 1991). Esto
demuestra que las proteínas de fusión Eno2-Suc2, Eno2AEcoRI-Suc2, Eno2AKpnI-Suc2 y
Eno2A.HíndIIIN-Suc2 no están N-glicosiladas. Además, este resultado sugiere que la salida de
la enolasa a la superficie celular no tiene lugar a través de la ruta clásica de secreción.
Fig. 38. Análisis de la N-glicosilación de las proteínas de fusión mediante el tratamiento con EndoH y
Westem-blotting. (A) Muestras no tratadas. (B) Muestras tratadas con Endo-H. Los carriles 1-6
corresponden a ¡a cepa SSIO transformada con los plásmidos 1) pLCI; 2) pSCI; 3) pENO2s;
4) pENO2Sde; 5) pENO2Sdk; 6) pENO2SAHN. El carril 7 corresponde a la cepa silvestre FY1679-
28C. Las barras azules indican los marcadores de peso molecular. La flecha roja señala la invertasa
silvestre.
4. Obtención de niutantes afectados en la secreción de la enolasa.
Con el fm de estudiar la existencia de genes implicados en la secreción de la enolasa
se decidió obtener mutantes afectados en este proceso. La estrategia empleada fue la
mutagénesis al azar, mediante radiación ultravioleta, de la cepa SS1O transformada con un
plásmído episómico que llevaba la construcción génica codificante de la proteína de fusión
Eno2-Suc2. Con vistas a poder donar en un futuro, a partir de genotecas con marcador URA3,
el o los genes en cuestión, si es que los hubiera, se eligió el vector YCplacl8l, que lleva como
marcador el gen LEU2. A partir del plásmido pENO2S se obtuvo un fragmento PstI-SacI de
4 Kb, que contenía el gen ENO2 con su promotor, fusionado en fase por delante del alelo .suc2
al que se aludía anteriormente. Este fragmento fue subelonado en el vector YCplacl81,
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construyéndose así el plásmido pLEI. Dicho plásmido fue transformado en la cepa 5510. La
funcionalidad de la proteína híbrida se comprobó mediante la complementación de la
incapacidad de crecer en sacarosa como única fuente de carbono de esta cepa.
De forma preliminar se realizó una curva de viabilidad de la cepa a mutagenizar,
empleando distintos tiempos de irradiación, para determinar la dosis de radiación necesaria
para conseguir una supervivencia en tomo al 20%. La cepa 5510 transformada con el
plásmido pLEl fue mutagenizada con radiación ultravioleta de longitud de onda 254 nm,
aplicándose una dosis de 1200 erg/mm2 y obteniéndose una viabilidad del 5 al 10%. Las
placas frieron incubadas a 240C en oscuridad durante seis días, transcurridos los cuales se
replicaron a YPS-Antimicina por duplicado. Una de las series de réplicas se incubó a 240C,
con el fin de detectar mutantes totalmente incapaces de secretar la enolasa. La otra serie se
incubó a 370C, para localizar mutantes termosensibles, incapaces de secretar la enolasa a
dicha temperatura, pero capaces de hacerlo a 240C. Tras tres días de incubación, las placas
fueron revisadas y se seleccionaron las colonias de interés. De las 4000 colonias rastreadas
elegimos inicialmente 163 clones incapaces de crecer en sacarosa a 370C, y 33 que no fueron
capaces de crecer en sacarosa ni a 240C ni a 370C. Tras tres rondas de comprobación, los
clones mutantes seleccionados quedaron finalmente reducidos a 15. Se obtuvieron 4 mutantes
incapaces de crecer en sacarosa a 240C ni a 3’70C, y 11 mutantes capaces de hacerlo a 240C,






1. EL ANÁLISIS DE LAS PROTEÍNAS SECRETADAS POR PROTOPLASTOS EN
CONDICIONES DE REGENERACIÓN ES UNA HERRAMIENTA ÚTIL PARA EL
ESTUDIO DE LAS PROTEÍNAS IMPLICADAS EN LA CONSTRUCCIÓN DE LA
PARED CELULAR.
La pared celular flingica es una estructura esencial para el mantenimiento de la forma
y la integridad celular, además de participar en otros procesos importantes como adhesión y
patogenicidad. Su composición se conoce con bastante detalle, así como su organización
estructural. Sin embargo, otros aspectos como el ensambaje y la reorganización de los
distintos componentes para dar lugar a esta estructura no están del todo esclarecidos (Lipke y
Ovalle, 1998).
Con el objeto de profundizar en el estudio de la construcción de la pared celular e
identificar nuevas proteínas implicadas en el proceso, la estrategia seguida en este trabajo ha
consistido en estudiar las proteinas secretadas por protoplastos de S. cerevisiae en condiciones
de regeneración en medio líquido. La eliminación de la pared celular mediante digestión
enzimática en un medio estabilizado osmóticamente, seguida de la incubación de las células
en condiciones de regeneración, resulta en la secreción al medio de cultivo de numerosas
proteínas, y en la construcción activa de la pared celular (Klis, 1994). Entre las proteínas
secretadas pueden encontrarse no sólo proteínas estructurales de la pared celular, sino también
enzimas implicadas en su biosíntesis, y en procesos de ensamblaje de componentes y
remodelación de la estructura.
El uso de esta estrategia para el estudio de las proteínas de la pared celular permite
evitar algunos de los problemas que presentan los distintos procedimientos de extracción de
proteínas de pared. En primer lugar, durante las primeras horas de la regeneración, las
proteínas destinadas a formar parte de la pared celular no quedan retenidas en la nueva pared
en formación, sino que son secretadas al medio de cultivo. Por tanto, no es necesario recurrir a
tratamientos químicos o enzimáticos para su extracción, que podrían provocar modificaciones
en las mismas. Por otra parte, las proteínas de pared extraídas mediante procedimientos
químicos o enzimáticos llevan unidas cadenas laterales de glucano y quitina, lo cual dificulta
su resolución mediante electroforesis y su posterior análisis. Además, durante el proceso de
regeneración de la pared las células se encuentran en un estado de construcción activa de esta
estructura, por lo que los genes implicados se encontrarán inducidos.
En el presente trabajo, la electroforesis bidimensional ha sido la técnica empleada
como primer paso para el análisis de las proteínas secretadas por protoplastos de S. cerevis¡ae.
La electroforesis bidimensional constituye actualmente el método más eficaz para la
separación de mezclas complejas de proteínas, permitiendo purificar hasta miles de proteínas
en un solo paso de forma adecuada para su posterior análisis (Celis y Gromov, 1999; Wilkins
a al., 1997). Con el desarrollo de los gradientes de pH inmovilizados, la técnica ha
experimentado un gran avance, lo cual, unido al espectacular desarrollo de la espectrometria
de masas durante los últimos años, ha hecho de la combinación de ambas técnicas la
herramienta más adecuada para los análisis de proteínas a gran escala (Blackstock y Weir,
1999; WiJkins tú al., 1997). Es de destacar la aparición cada vez más frecuente de mapas de
referencia de los proteomas de distintas especies o tejidos celulares, como una forma de
visualizar el conjunto de proteínas que están siendo producidas por un organismo (o tejido) en
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unas condiciones determinadas. Recientemente se han publicado las últimas actualizaciones
del mapa bidimensional de las proteínas de 8. cerevisiae (Garrels et al., 1997; Perrot et al.,
1999; Sánchez et al., 1996).
Con el fin de cubrir ¡a mayor parte del intervalo de pH posible, en la separación
electroforética de las proteínas secretadas por protoplastos de 8. cerevisiae se emplearon IPOs
con un intervalo de pH entre 3 y 10. Sin embargo, la observación de que la mayoría de las
proteínas reconocidas como “de pared” identificadas aparecían en la región ácida de los geles
bidimensionales condujo a la utilización de un intervalo de pH en la primera dimensión
distinto al que se había venido utilizando. Está descrito en la literatura que el uso de intervalos
estrechos de pH en los geles IPG aumenta la resolución de la separación, además de permitir
cargar una cantidad de proteína mayor (Righetti y Bossi, 1997). Ambas circunstancias
facilitan además la posterior identificación de las manchas proteicas.
Efectivamente, cuando se empleó un gradiente de PH lineal en el intervalo entre 4 y 7,
se consiguió aumentar considerablemente la resolución en la región más ácida del gel.
Aunque se trataba de un experimento preliminar, fue posible realizar ¡a identificación de
varias de las manchas proteicas observadas mediante espectrometría de masas. De las 54
manchas proteicas detectadas mediante tinción con plata y analizadas, se identificaron 16,
correspondientes a 9 proteínas. Todas ellas salvo dos han sido descritas como proteínas de
pared o implicadas en su construcción.
Estos resultados demuestran que la estrategia de estrechamiento del intervalo de pH en
la región ácida para la separación electroforética en la primera dimensión contribuye a
mejorar de forma sustancial la detección e identificación de proteínas de pared. La
disponibilidad de geles IPG comerciales en intervalos de pH más estrechos (hasta de una
unidad de pH en 11 cm de longitud) permitirá aumentar aún más la resolución del sistema.
Sin embargo, con el fin de que la identificación de las proteínas presentes en esta muestra sea
lo más completa posible, sería conveniente realizar mapas que cubrieran todo el intervalo de
pH. Probablemente la estrategia más adecuada fuera la alineación de varios geles realizados
en varios intervalos de pH. Además, recientemente se han comercializado unos geles IPO en
el intervalo de pH de 3 a 12, que permiten la resolución de proteínas muy básicas.
Así pues, el uso de la electroforesis bidimensional en el estudio de las proteínas
secretadas por protoplastos ha permitido obtener una visión integrada de muchos de los genes
que son expresados durante la regeneración de la pared celular. La combinación de esta
técnica junto con diversas estrategias de análisis, como la secuenciación aminoterminal, la
detección con anticuerpos específicos y especialmente la espectrometría de masas, ha
conducido a la identificación de varias proteínas posiblemente implicadas en los procesos de
biosíntesis de la pared celular. La espectrometria de masas está actualmente considerada como
la técnica más adecuada para la caracterización de proteínas a gran escala, y su utilidad ha
quedado puesta de manifiesto en el presente trabajo. Es de destacar que ésta es la primera vez
que la espectrometría de masas ha sido empleada por un grupo de investigación español en un
estudio de este tipo.
Las proteínas secretadas por protoplastos de £ cerevisiae identificadas en este trabajo
pueden ser incluidas en diversos grupos atendiendo a su función biológica (tabla XII).
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Tabla XI. Lista de las proteínas identificadas clasificadas de acuerdo a su función biológica.
Proteínas de pared celular o implicadas en su biosíntesis
BgI2p ¡3-1,3-glucosil transferasa
Cwplp Proteína de pared, estructural
ExgLP Exoglucanasa
Gaslp ¡3-1,3-glucanosil transferasa
Gas3p Anclaje a GPI
Icwp Proteínade pared,
Pir2pfllsplSOp Proteína de pared,
Pir3p Proteína de pared,
P¡r4p/Cis3p Proteína de pared,



















































Morfogénesis y fusión celular
Glicoproteina secretada
Peroxidasa dependiente de tiorredoxina





1. Proteínas de pared celular propiamente dichas.
Entre las proteínas secretadas por protoplastos de S. cerevisiae se han identificado
varias proteínas reconocidas como proteínas de pared, o con una función definida en su
construcción.
• Bgl2p es una ~3-l,3-glucosil transferasa que cataliza la transferencia de una cadena
de ~3-l,3-glucano a otra cadena semejante, a través de un enlace 13-1,6 en el extremo no
reductor de la cadena aceptora (Goldman el al., 1995), y se ha propuesto que podría tener un
papel en la expansión celular durante el crecimiento y en el apareamiento, y también en la
liberación de las esporas (Klebl y Tanner, 1989). Esta proteína está unida a la pared de
manera no covalente, ya que puede ser extraída mediante el tratamiento de las paredes
celulares aisladas con calor, y también a partir de células intactas con DII (Cappellaro et al.,
1998; Mrsa et al., 1993). Su abundancia en las muestras de proteínas secretadas por
protoplastos sugiere que se trate de una enzima con un papel importante en los primeros
estadios de la regeneración de la pared celular.
• Exglp es una exo-j3-l,3-glucanasa (Vázquez de Aldana el al., 1991) que ha sido
implicada en el metabolismo del glucano de la pared celular (Cid et al., 1995; Jiang et al.,
1995), papel con el que su detección en este trabajo es consistente.
Proteínas Pir. Como ya se ha comentado en la Introducción, estas proteínas están
unidas covalentemente al f3-1,3-glucano de la pared celular en S. cerevisiae, probablemente
mediante un enlace O-glicosídico (Kapteyn et al., 1999b; Mrsa et al., 1997), aunque algunas
de ellas también pueden ser extraídas mediante el tratamiento con agentes reductores
(Cappellaro el al., 1998; Moukadiri el al., 1999). Entre las proteínas secretadas por
protoplastos se han detectado tres de los miembros descritos de dicha familia,
Pir2p/Hspl5Op, P¡r3p y P¡r4p/C¡s3p (Moukadiri ci’ al., 1999; Russo el al., 1992; Toh-E el
al., 1993), de los cuales Pir2p aparece de forma mayoritaria. Aunque parece que tienen un
papel en la estabilidad de la pared celular y su eliminación altera la mobilidad de
componentes de la misma (Mrsa el al., 1999a; Mrsa el al., 1999b), no se conoce aún la
función exacta de estas proteínas. La expresión de las proteínas Pir identificadas en este
trabajo está aumentada en mutantes con una pared celular debilitada debido a una deficiencia
en j3- 1 ,6-glucano, como parte de un mecanismo compensatorio, según se ha propuesto
(Kapteyn el al., 19991». Del mismo modo, durante la regeneración de la pared celular, podrían
constituir un mecanismo de refuerzo o protección de la nueva pared en formacion.
Proteínas GPI. Las proteínas (iPI quedan inmovilizadas en la pared celular mediante
un enlace al jB-l,6-glucano (Montijn eta!., 1994; Van der Vaart el al., 1995; Van der Vaart el
al., 1996a), que a su vez está unido al j3-1,3-glucano (Kapteyn el al., 1996; Kollár el al.,
1997), o a la quitina (Kapteyn el al., 1997; Kollár ci’ al., 1997). Únicamente se conoce la
función fisiológica de algunas de estas proteínas, los receptores de feromonas Agalp y Agcxlp
(Lipke el al., 1989; Roy el al., 1991), y Flolp, implicada en floculación (Bony el al., 1997).
Cwplp es una proteína UPI extraible con laminarinasa de la pared celular (Van der
Vaart el al., 1995), y se localiza preferentemente en la superficie de yemas de pequeño
tamaño y en el septo (Ram el aL, 1998b). La expresión de CWPJ está regulada por ciclo,
presentando un máximo en S/G2 (Caro el aL, 1998), cuando la mayoría de las células
presentan yemas pequeñas, coincidente con su localización. Estos datos sugieren que CwpIp
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podría tener un papel en la formación de la pared de la nueva célula. De forma similar, podría
actuar en la regeneración de la nueva pared por parte de los protoplastos.
• Icwp/Ssrlp ha sido localizada en la capa interna de la pared celular (Moukadiri et
al., 1997). Esta manoproteina ya había sido detectada en los sobrenadantes de cultivos de
esferoplastos, tras 4-6 horas de regeneración. En este trabajo se ha puesto de manifiesto que
tras dos horas de regeneración de los protoplastos, Icwp/Ssrlp ya está presente en el medio.
• Gaslp es una proteína con anclaje a GPI que ha sido localizada en la cara externa de
la membrana plasmática (Popolo y Vai, 1999b). Sin embargo, recientemente se ha descrito
que estaproteína también estáunida de forma covalente a la pared celular, de donde puede ser
extraída mediante el tratamiento con j13-l,3-glucanasa (de SampaTo et al., 1999). Su presencia
entre las proteínas secretadas por protoplastos podria representar el estadio intermedio entre el
anclaje a la membrana y la unión a la pared celular. La ftnción catalítica de Gaslp ha sido
descrita en los últimos meses; se trata, al igual que Bgl2p, de una ~3-1,3-glucosiltransferasa,
aunque Gaslp cataliza la unión de las dos cadenas a través de un enlace j3-l,3 (Mouyna et al.,
1999; Popolo et al., 1999a).
Entre las proteínas secretadas por protoplastos de 5. cerevis¡ae también se ha
identificado Gas3p, un homólogo de Gaslp. Ambas proteínas presentan una identidad del
43% a lo largo de 241 aminoácidos, y al igual que Gaslp, Gas3p presenta las características
típicas de las proteínas GPI. Sin embargo, a diferencia de ella, Oas3p no presenta el motivo
dibásico por delante del sitio w, por lo que su destino fmal supuestamente sería la pared
celular (Caro et aL, 1997). La fúnción de Gas3p es aún desconocida, aunque probablemente
esté también implicada en procesos relacionados con la biosíntesis de la pared. El hecho de
que la deleción de GAS3 provocahipersensibilidad a Calcoflúor (Caro et al., 1997) apoya esta
posibilidad. Además, la secuencia de Gas3p, al igual que la de Oaslp, presenta homología con
el dominio catalítico de endo-~3-1,3-glueanasas de plantas ( Popolo y Vai, 1999b), lo cual
sugiere que podría ejercer una fUnción similar o relacionada, o incluso la misma fimción en
distintos momentos del ciclo celular, ya que la transcripción de GAS3 está inducida en la fase
G2, mientras que la de GAS] tiene su máximo en G1/S (Spellman et aL, 1998).
Pstlp/YdrO5Sw fUe la primera proteína de fUnción desconocida identificada en las
muestras de proteínas secretadas por protoplastos de 5. cerevisiae. Ello, unido al hecho de que
presentara las características típicas de proteínas GPI de pared, condujo a que se proflindizara
en su estudio. Los resultados obtenidos se han discutido en el apartado II del presente
capítulo.
2. Presencia de enzimas glicolíticas en la superficie celular de S. cerevis¡ae.
Entre las proteínas secretadas por protoplastos de 5. cerevisiae se han detectado
numerosas enzimas glicolíticas (fig. 39, tabla XII), proteínas muy caracterizadas cuya
localización supuestamente se restringía al citoplasma.
La presencia de enzimas glicolíticas en la superficie celular de diversos
microorganismos está documentada en la literatura (Chaifin et al., 1998). Varios grupos han
descrito la presencia de la enolasa en la pared celular de C. albicans (Angiolella et al., 1996;
Eroles et al., 1997). La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es una de las proteínas de


























Piruvato —* Acetaldehicjo ~- Etanol
Hg. 39. Esquema de la fermentación alcohólica. (A) La ruta glicolítica. (B)
Destino del piruvato en 5. cerevisiae, cuyo metabolismo es eminentemente
fermentativo. Se han representado en rojo las enzimas detectadas entre las
proteínas secretadas por protoplastos de 5. cerevzs¡ae.
también ha sido localizada en la pared celular de C. albicans y K. marxianus (Fernandes el
al., 1992; Gil-Navarro et al., 1997). En esta localización, la citada enzima mantiene su
actividad catalítica (Gil-Navarro et al., 1997), y además en C. albicans actúa como receptor
para laminina y fibronectina, por lo que se ha sugerido que pudiera tener un papel en la
patogenicidad de esta levadura (Gozalbo el al., 1998). La 3-fosfoglicerato kinasa ha sido
detectada en la pared celular, tanto por microscopia inmunoelectrónica como mediante el
marcaje con un reactivo de biotinilación que no es capaz de atravesar la membrana (Alloush
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et al., 1997) Otras enzimas glicolíticas como la alcohol deshidrogenasa podrían estar
asimismo localizadas en la pared celular de C. albicans (Pendrak y Klotz, 1995). Algunas de
éstas también han sido encontradas en la superficie de Entamoeba histolytica y Schistosorna
tnansoni. En el caso de 5. cerevisiae, el análisis de las proteínas extraídas con SDS en
condiciones reductoras a partir de paredes celulares aisladas ha conducido sistemáticamente a
la identificación de varias enzimas glicolíticas (Cappellaro et al., 1998), aunque los autores
alegan que se trata de un artefacto provocado por la contaminación con proteínas
citoplásmicas. Nuestras observaciones indican que estas enzimas también pueden ser
extraídas a partir de células intactas mediante el tratamiento con agentes reductores (datos no
mostrados), lo cual coincide con resultados publicados recientemente que describen la
presencia de la enolasa en la pared celular de 5. cerevisiae (Edwards et al., 1999).
Como contrapartida, algunos autores han demostrado que la pared celular de
C. albicans es capaz de incorporar o unir a la pared celular proteínas añadidas de forma
exógena, y señalan que la presencia de la enolasa, las proteínas de choque térmico de la
familia Hsp7O, y algunas otras, podrían encontrarse en la pared celular como resultado de la
lisis celular o de algún otro mecanismo aún desconocido (Eroles et al., 1997). Si bien no es
completamente descartable la posibilidad de que se produzca la lisis de protoplastos durante la
obtención de las proteínas secretadas por protoplastos, los experimentos de control realizados
demuestran que la lisis celular, y por tanto la contaminación con proteínas citoplásmicas, es
menor del 0.1%. Es más, los resultados obtenidos en el presente trabajo con las proteínas de
fUsión (Eno2p y Fbalp con la invertasa) demuestran que dos proteínas consideradas
tradicionalmente como citoplásmicas, la enolasa y la fructosa bifosfato aldolasa, son capaces
de dirigir la salida de un péptido intracelular a la superficie celular. Esta es la primera vez que
se demuestra genéticamente que estas dos enzimas son capaces de alcanzar el espacio
periplásmico en 5. cerevisiae. Es más, se ha demostrado que ello no es debido a la lisis
celular, y eliminado la posibilidad de que la exportación de dichas proteínas se deba al
elevado nivel de expresión de estas enzimas (Norbeck y Blomberg, 1997b), ya que una
versión delecionada de la proteína de fUsión Eno2p-invertasa, que carece de parte de la
secuencia de ¡a enolasa pero conserva su región promotora, no es capaz de complementar a un
mutante suc2,
Las enzimas glicolíticas carecen de un péptido señal que dirija su translocación hacia
la ruta clásica de secreción, como tampoco lo tienen las proteínas de la familia Hsp7O (Ssa y
Ssb), también identificadas en este trabajo y cuya presencia en la pared celular ya había sido
descrita (López-Ribot et al., 1996a). Los resultados obtenidos apuntan a que la exportación de
las dos enzimas glicolíticas analizadas no se produce a través de la ruta clásica de secreción,
ya que la proteína de fUsión Eno2p-invertasa carece de N-glicosilación. Ello sugiere la
existencia de un mecanismo alternativo de exportación para estas proteínas. De hecho, en
mamíferos existen varias proteínas que carecen de péptido señal, y sin embargo son
transportadas al exterior celular mediante un mecanismo diferente del transpone vesicular
(Cleves, 1997; Cleves et al., 1996). Como ejemplos cabría citar el factor de crecimiento de
fibroblastos 1 y 2, la interleukina 1, la galectina-l, la proteína Tat del virus VII-1-1, y la
proteína VP22 del virus herpes. La galectina- 1 es exportada a través de la membrana
plasmática de 5. cerevisiae en un proceso que no requiere la ruta de secreción (Cleves et al.,
1996). Así, se ha propuesto en 5. cerevisiae la existencia de un mecanismo de exportación de
proteínas que se ha dado en llamar “no clásico”, habiéndose identificado tres genes
implicados en el mismo (Cleves eta!., 1996).
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Uno de los potenciales candidatos para la secreción no clásica en 5. cerevisiae podría
ser la proteína Ste6p, un miembro de la superfamilia de transportadores ABC, que es
responsable de la secreción del factor a directamente desde el citosol al periplasma (Kuchler,
1989). Sin embargo, los experimentos de exportación de las proteínas de fUsión se llevaron a
cabo en una cepa de tipo sexual a, en la cual no se expresa STE6, lo cual demuestra que Ste6p
no es necesaria para que tenga lugar la salida de la enolasa y la fructosa bifosfato aldolasa a la
superficie celular. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Cleves y colaboradores
(deyes et al., 1996) para la proteína galectina-1.
Rubartelli y Sitia (Rubartelli y Sitia, 1991) han sugerido que el estrés celular puede
causar un incremento en la secreción no clásica. Dado que el estrés provoca también un
incremento en la expresión de las proteínas de choque térmico, éstas podrían estar implicadas
en la exportación no convencional (Cleves a aL, 1996). Las proteínas de la familia Hsp7O son
chaperonas que participan en el plegamiento de proteínas y en la translocación de proteínas a
través de las membranas (Alder et al., 1990; Becker, 1994; Jensen y Johnson, 1999). Estas
proteínas tampoco poseen péptido señal, y su localización se consideraba limitada al
citoplasma. Sin embargo, López Ribot y colaboradores (López-Ribot et al., 1996a; Lopez-
Ribot y Chaifin, 1996b) han demostrado la presencia de algunos miembros de esta familia
(Ssalp y Ssa2p) en la pared celular tanto de 8. cerevisiae como de C. albicans, y sugieren que
podrían jugar algún papel en los procesos de biosíntesis, secreción y ensamblaje de los
componentes de la misma. Varias proteínas pertenecientes a esta familia, entre ellas Ssalp,
Ssa2p, Ssblp y Ssb2p, aparecen también entre las proteínas secretadas por protoplastos, en
concordancia con los resultados anteriores.
Con el fin de investigar las bases moleculares del mecanismo de exportación no
clásica de las enzimas glicolíticas se ha realizado una mutagénesis con luz UV de la cepa
5510 (suc2A9) transformada con un plásmido episómico que lleva la construcción génica de
la proteína de fusión Eno2p-invertasa. La obtención de mutantes de 5. cerevisiae incapaces de
exportar la enolasa podría permitir la identificación de genes implicados en la secreción no
clásica de ésta en particular, y en general de las enzimas glicolíficas, suponiendo que todas
alcancen la superficie celular por el mismo mecanismo. Además, estos mutantes pueden ser
empleados para examinar si dichas enzimas tienen algún papel en los procesos de
construcción de la pared celular, ya que en ellos se ha eliminado de manera selectiva la
presencia de las mismas en dicha estructura.
Por el momento se desconoce si las enzimas glicolíticas localizadas en la pared celular
ejercen alguna fUnción en esta localización, y si su actividad es la misma que presentan en el
citoplasma. Hasta ahora solamente se ha demostrado actividad catalítica para la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de la pared celular de C. albicans (Gil-Navarro et al.,
1997). Sin embargo existen numerosas proteínas, a las que se ha dado el nombre de
¡noonlighdng proteins, que ejercen varias funciones diferentes según su localización
subcelular o extracelular, expresión en distintos tipos celulares, oligomerización, y/o
concentración de ligando, cofaetor o sustrato (Jeffery, 1 999). Un ejemplo de este tipo de
proteínas es la fosfoglucosa isomerasa, una enzima citosólica que cataliza el segundo paso de
la glicolisis. Sin embargo, esta proteína también es secretada por células de mamífero, y tiene
al menos otras cuatro fUnciones: se trata de una neuroleucina, que actúa como citoquina o
como factor de crecimiento de nervios, es el factor autocrino de motilidad (AME), y actúa
como mediador de la diferenciación y maduración de células en la leucemia mieloide humana.
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3. Otras proteínas de interés.
Entre las proteínas secretadas por protoplastos se han identificado otras proteínas que
consideramos interesante comentar aquí.
• KeIlp. KELI ¡be identificado como un gen supresor en multicopia del defecto de
apareamiento que provoca la activación constitutiva de PKCI (Philips y Herskowitz, 1998).
La eliminación de KELI provoca un defecto en la fusión celular durante el apareamiento, y
además los mutantes kelM son alargados y de forma heterogénea, lo cual indica que Kellp
también juega un papel en la morfogénesis. Kellp está localizada en las regiones de
crecimiento polarizado, tanto en el apareamiento como en la gemación (Philips y Herskowitz,
1998). Tras el tratamiento con feromonas, Kellp aparece en la periferia de la punta del
shmnoo. Durante la gemación, Kellp se localiza en la punta de la yema en células con yemas
pequeñas o medianas, y en el cuello entre la madre y la hija en células con yema grande.
La secuencia aminoacídica de Kellp presenta un dominio llamado kelch, formado por
6 repeticiones internas. Basándose en homologías de secuencias, se piensa que estas
repeticiones podrían formar las aspas de una estructura que se conoce con el nombre de
“propulsor j3” (Bork y Doolittle, 1994). Existen proteínas con dominios /celch en diversos
organismos, incluyendo virus, Drosophila, C. elegans y mamíferos, y varias de ellas están
implicadas en interacciones con actina (Philips y Herskowitz, 1998). Se ha especulado que
KelIp podría ser importante para dirigir o mantener las vesículas de secreción en la zona de
fusión celular a través de interacciones con el citoesqueleto. Basándose en los resultados
obtenidos en este trabajo, se podría postular para KelIp un papel semejante durante la
regeneración de la pared celular.
• Prp46p. El gen PRP46/YPLI5Ic codifica una proteína de función desconocida, que
muestra similitud con las proteínas Prllp y Prl2p de Arabidopsis íhaliana, reguladores de
fosfatasas (Xia el al., 1996). Al igual que ellas, Prp46p presenta en su secuencia varias
repeticiones Trp-Asp (normalmente llamadas WD-40). Los dominios WD-40 consisten en
repeticiones en tándem de unos 50 residuos, cada una de las cuales contiene un motivo central
Trp-Asp (Smith el aL, 1999). Prp46p presenta siete repeticiones de este tipo.
Por esta característica estructural, Prp46p ha sido englobada en la familia de la beta-
transducina (Base de datos mips; http:¡/ speedy.mips.biochem.mpgde). Se denomina beta-
transducina a la subunidad 13 de las proteínas G triméricas, que intervienen en la transducción
de señales generadas por receptores transmembrana (Gilman, 1987). Las funciones de las
subunidades 13 y y no están del todo claras, pero parecen ser necesarias para el intercambio de
GDP por GTP, así como para el anclaje a membrana y reconocimiento del receptor. Existen
en 5. cerevisiae varias proteínas más pertenecientes a esta familia, entre las que se encuentran
las siguientes: Ste4p, la proteína 6 de la ruta de respuesta a feromonas (Hirschman el al.,
1997), Cmlp, una proteína que se une a actina y tubulina (Goode cí aL, 1999), Coplp,
Secl3p, Sec27p y Sec3lp, componentes de las vesículas de la ruta de secreción (Duden el al.,
1994; Roberg el al., 1997; Salama el aL, 1997; Sutterlin el aL, 1997), Lst8p, necesaria para el
transporte de permeasas desde el aparato de Golgi a la membrana plasmática (Roberg el al.,
1997) y Sni2, una proteína que interacciona con Sec9p (Lehman el al., 1999).
Curiosamente, las repeticiones WD en la proteína 6 también forman una estructura
circular de “propulsor 13”, con siete láminas beta antiparalelas constituyendo las aspas de la
misma (Sondek el al., 1996; Wall el al., 1995), y se ha propuesto que todas las proteínas que
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presentan estos motivos se pliegan adoptando una estructura semejante (Garcia-L-liguera el al.,
1996). La superficie superior de esta estructura podría coordinar interacciones entre proteínas
(Smith el aL, 1999).
• Bmblp. Se trata de una proteína homóloga a las proteínas 14-3-3 de mamíferos,
implicadas en diversos procesos celulares. En £ cerevis¡ae, Bmhlp y su homólogo Bmh2p
son necesarias para la transducción de señales durante el crecimiento pseudohifal (Roberts el
aL, 1997). En concordancia, Bmhlp interaeciona in vivo con Ste2Op, la MAPKKKK de las
rutas de aparamiento, alta osmolaridad y crecimiento invasivo (Gustin el al., 1998), y de la
ruta SVG descrita recientemente (Lee y Elion, 1999). Por otra parte, BMH2 y en menor
medida BMJ-II son supresores en multicopia de la inviabilidad de un mutante chclA, que
carece de la cadena pesada de la clatrina (Gelperin el a!., 1995), una proteína que forma parte
del revestimiento de vesículas, por lo que se ha propuesto que las proteínas 14-3-3 en
£ cerevisiae podrían además intervenir en el transporte vesicular.
En vista de estas observaciones, una hipótesis atractiva supondría que estas tres
proteínas, Bmhlp, Prp46p y Kellp, estuvieran implicadas en el transporte y la secreción de
otras proteínas destinadas a la regeneración de la pared celular.
Enzimas detoxificadoras. Glrlp y Ahplp son la glutation reductasa y la alquil
peróxido reductasa respectivamente, dos enzimas detoxificadoras necesarias para la
protección frente al estrés oxidativo (Collinson y Dawes, 1995; Lee el al., 1999).
Evidentemente los protoplastos se encuentran sometidos a una situación de estrés, en la que
pudiera requerirse la presencia de este tipo de enzimas.
Proteínas desconocidas. Además de la ya mencionada Pstlp/YdrO55w, se ha
conseguido identificar una nueva proteína de función desconocida, codificada por el ORF
YDRO32c. La proteína YdrO32r presenta homología con la proteína obrí de £ pombe, una
proteína que está sobreexpresada en mutantes resistentes a brefeldina A (Tun eta!., 1994).
Así pues, los resultados obtenidos demuestran que el análisis de las proteínas
secretadas por protoplastos de 8. cerevisiae en condiciones de regeneración en medio líquido
constituye una estrategia adecuada para la identificación de proteínas de pared celular o
implicadas en su biosíntesis. Asimismo, la aproximación resulta válida para la identificación
de nuevas proteínas posiblemente implicadas en el proceso de construcción de la pared. Una
de estas proteínas, de función hasta el momento desconocida, ha sido el objeto de estudio de
la segunda parte del trabajo descrito en esta memoria, ya que sus características estructurales
apuntaban a que podía tratarse de una proteína de la pared celular.
Por otra parte, tras la secuenciación del genoina completo de 8. ccrevisiae en 1996
(Goffeau el aL, 1 996b), el siguiente paso a dar fue el análisis funcional de todos los genes de
función desconocida identificados durante el proyecto de secuenciación. Para ello se
desarrolló el proyecto EUROFAN (EUROpean Funetional ANalysis), en el cual participa
nuestro Departamento. En una primera fase, se procedió a la deleción sistemática de todos los
genes de función desconocida detectados, dedicándose la segunda fase al análisis de los
mutantes generados. El propósito del Nodo de Pared Celular y Morfogénesis, al cual
pertenece nuestro laboratorio, está en identificar aquellos genes implicados en procesos
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relacionados con la pared celular y la morfogénesis. Con este fin se han realizado diversos
ensayos que han permitido ir acotando la colección de mutantes y seleccionar varios de ellos
posiblemente afectados en la pared celular. Uno de los ensayos más específicos del citado
Nodo, a llevar a cabo sobre los mutantes seleccionados, consiste en el análisis de las proteínas
secretadas por protoplastos en condiciones de regeneración de la pared celular. La obtención
de un mapa de referencia de éstas puede constituir una buena herramienta para el análisis
funcional de mutantes afectados en la pared, ya que la comparación del patrón de proteínas
secretadas por los mutantes con el patrón silvestre podría proporcionar información sobre las
consecuencias que la deleción génica tiene sobre la construcción de la pared celular.
La estrategia proteómica empleada en el presente trabajo podría ser complementada
con estudios a nivel transcripcional, usando la tecnología de los microarrays de DNA. De
hecho, ya se ha realizado un análisis parcial de este tipo (Braley y Chaifin, 1999),
detectándose un incremento en los niveles de mRiNA correspondientes a varios genes
codificantes de proteínas OPI de pared, proteínas de estrés, y proteínas implicadas en la
biosíntesis de la pared celular. La disponibilidad, a través del proyecto ELIROFAN, de
membranas en las que se encuentra representado todo el genoma de 5. cerevisiae nos
permitirá completar el estudio de la regeneración de la pared celular y comparar los datos




II. EL GEN PSTJ/YDRO5Sw ESTÁ IMPLICADO EN LA CONSTRUCCIÓN DE LA
PARED CELULAR.
Con el objetivo de caracterizar la función de PSTI en 5. cerevisiae se procedió a la
obtención de un mutante delecionado en dicho gen. Una vez obtenida la cepa mutante pstlA, a
la que se denominó MYS5, se llevaron a cabo diversos ensayos fenotípicos encaminados a
determinar si el mutante pstlá mostraba algún defecto en el crecimiento o, más
concretamente, alguna alteración en la pared celular. Sin embargo estos experimentos no han
aportado ninguna información acerca de la posible implicación de la proteína Pstlp en
fenómenos relacionados con la pared celular, ya que el mutante pstlA se ha comportado en
todo momento de manera semejante a la cepa silvestre. Los resultados concuerdan con los
obtenidos en las pruebas fenotípicas primarias realizadas a un mutante pstlá procedente de
EUROSCARF dentro del proyecto EUROFAN.
Observaciones recientes muestran que la expresión del gen PSI’] se encuentra
inducida unas tres veces en mutantes delecionados en el gen FKSJ, que codifica la subunidad
catalítica de la f3-1,3-glucán sintasa (Terashima eta!., 1999). Igualmente, en mutantes kre6á,
afectados en la síntesis del 13-1,6-glucano, también se ha observado un incremento en la
transcripción de PSI’], siendo éste el gen más inducido en dichos mutantes (T. Roemer,
comunicación personal). Esto parece indicar que el gen PSI’] ejerce alguna función
importante en los mismos. Contrariamente a lo que pudiera pensarse, la deleción de PSI’] en
los fondos genéticos ficslA y kre6A no es letal, como tampoco lo es en el fondo gas]A. Sin
embargo, sería interesante comprobar de qué modo afecta la carencia de Pstlp cuando dichos
mutantes son sometidos a condiciones que afectan a la integridad celular. Como ya se ha
comprobado en el caso del mutante ec¿n33A, la eliminación simultánea de PST] provoca un
incremento de la sensibilidad a toxina kil!er K1, a zimoliasa y a higromicina B, además de un
considerable aumento en la activación de Slt2p, indicativo de una afectación grave de la pared
celular (Vázquez, 1999).
Dada la elevada similitud existente entre las proteínas codificadas por los genes PSI’]
y ECM33, y puesto que la deleción simultánea de ambos provoca un fenotipo más acusado
que la eliminación de uno solo de los genes, cabría pensar que las proteínas Pstlp y Ecm33p
tuvieran funciones semejantes. Con el fin de comprobarlo se investigó si la presencia de Pstlp
en un elevado número de copias era capaz de suplir la falta de Ecm33p. La sobreexpresión de
PSI’] no suprime la hipersensibilidad del mutante ecm33A a cafeína y calcoflúor, y sólo alivia
ligerísimamente la sensibilidad a toxina killer Kl y a hígromicinaB. Ahora bien, hay que
resaltar que mientras que la expresión de ECM33 no está regulada por el ciclo celular, la de
PSP] silo está según los estudios de transcripción en microarrays de DNA (Spellman et al.,
1998). Dado que la sobreexpresión de PSI’! se realizó bajo el control de su propio promotor
desde un plásmido episómico, si Ecm33p es necesaria a lo largo de todo el ciclo celular, es
posible que la falta de complementación se deba a que Pstlp se esté expresando sólo en
determinados momentos del ciclo celular, y no durante todo él, como es el caso de Ecm33p.
Por otra parte, se ha propuesto que la expresión dependiente de ciclo celular de algunas
proteínas de pared es la responsable de la correcta localización de las mismas en la superficie
celular (Smits et al., 1 999b). Pudiera ser, por tanto, que la causa de que no se produzca la
complementación sea una “incorrecta” localización de Pstlp para suplir la falta de Ecm33p.
Experimentos de expresión de PSI’] bajo el control de un promotor constitutivo o regulable, o
del promotor de ECM33, contribuirían a comprobar o rechazar estas hipótesis, ya que también
cabe la posibilidad de que la sobreexpresión de PSI’] no sea capaz, en ningún caso, de
complementar a un mutante ecm33/x.
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Cuando se producen fallos en el ensamblaje de los distintos componentes de la pared
celular, dichos componentes son liberados al medio de cultivo. En los mutantes ecm33A y
ecm33Apst]A se ha observado una liberación al medio de cultivo de 13-1,6-glucano. Este
glucano liberado está unido a proteínas, ya que su presencia se puso de manifiesto tras una
electroforesis de proteínas seguida de Westem-blotting. Por el contrario, estas proteínas con
restos de 13-1,6-glucano no están unidas a ¡3-1,3-glucano, ya que cuando la membrana se
hibridó con anticuerpos frente a este polímero la señal correspondiente al f3-l,3-glucano no
coincidió con la correspondiente al ¡3-1,6-glucano. Estos resultados indicarían que existe un
fallo en el anclaje de algunas de las proteínas GPI, las cuales se unen a la estructura de la
pared a través del heteropolímero 13-l,6-glucano/13-1,3-glucano, y que dicho defecto estaría en
el enlace entre el 13-1,6-glucano y el 13-1,3-glucano. Ahora bien, debe de tratarse únicamente
de un subeonjunto de este tipo de proteínas, ya que no se ha observado un aumento en la
liberación al medio de Cwplp, utilizada como modelo de las proteínas de pared celular con
anclaje a GPI (Jiang et al., 1996; Kapteyn eta!., 1999a).
Al analizar la liberación al medio de cultivo de Pir2p, proteína anclada a la pared
celular a través del 13-1 ,3-glucano (Kapteyn et al., 1 999b) se observó una diferencia
cualitativa entre la proteína Pir2p liberada al medio por las cepas silvestre y MY55, y la
liberada por el mutante sencillo ecm33A y los dobles mutantes ecm33ApstM. Sería
interesante averiguar si la banda superior, que aparece incrementada en éstos, se debe a una
mayor glicosilación, o a un defecto en el procesamiento de la proteína.
Las características de la secuencia aminoacídica de Pstlp hacían pensar que pudiera
estar localizada en la pared celular, o según observaciones recientes, en la membrana
plasmática (Caro eta!., 1997; Hamada eta!., 1 998a).
Pstlp-myc puede ser extraída a partir de paredes celulares aisladas mediante el
tratamiento con SDS en condiciones reductoras. Sin embargo, la digestión con zimoliasa de
las paredes celulares resultantes de esta extracción no condujo a la solubilización adicional de
Pstlp-myc. Esto indica que Pstlp-myc no está unida de forma covalente al glucano de la
pared celular, sino que se une a esta estructura de forma laxa, o mediante puentes disulfuro
con otras proteínas de la misma. Tampoco puede descartarse la posibilidad de que se trate de
una proteína de la membrana plasmática.
Con el fin de investigar la presencia de la proteína marcada Pstlp-myc en la
membrana plasmática, se analizó la partición de Pstlp-myc en la separación de fases de una
solución de Triton X-l 14. Las proteínas hidrofilicas aparecen exclusivamente en la fase
acuosa, mientras que las proteínas integrales de membrana, de naturaleza antipática, se
recuperan en la fase detergente (Bordier, 1981). Pstlp-myc puede ser parcialmente
solubilizada en Triton X-1 14, apareciendo en proporción semejante en las fases acuosa y
detergente. Este resultado sugiere que al menos una fracción de Pstl p-myc está anclada en la
membrana. Estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos por Hamada y
colaboradores (Hamada et al., 1 998a), quienes han descrito una localización en la membrana
plasmática para una proteína marcadora quimérica que lleva los últimos 40 aminoácidos de
Pstlp —donde se encuentran el punto de unión a GPI y los residuos que supuestamente
contienen la información necesaria para la incorporación de estas proteínas en la membrana
plasmática o la pared celular (Caro et al., 1997; Hamada a al., 1 998a; Hamada et al., 1 998b).
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Probablemente sea una fracción de Pstlp-myc que mantiene el anclaje a GPI intacto, y
que por tanto está unida a la membrana, la que aparece en la fase detergente. No obstante,
para comprobar esta hipótesis sería necesario analizar si el tratamiento con fosfatidil inositol
fosfolipasa C es capaz de solubilizar la fracción hidrofóbica de Pstlp-myc en la fase acuosa,
como ocurre en el caso de Gaslp (Conzelmann et al., 1988). Por otra parte, la fracción soluble
de Pstlp-myc podría corresponder a una forma periplásmica de dicha proteína.
Las imágenes de inmunofluorescencia indirecta muestran que Pstlp-myc se localiza
preferentemente en zonas concretas de la superficie celular. Sin embargo, en las condiciones
en que se realizó el experimento, no todas las células presentaban este patrón. Ello podría ser
debido a la regulación por ciclo celular de PSI’], puesto que el ensayo se realizó sobre un
cultivo asincrónico.
De los resultados expuestos a lo largo de la presente memoria se puede concluir que el
análisis a gran escala de las proteínas secretadas por protoplastos de 5. cerev¡s¡ae ha permitido
la identificación de varias proteínas de la pared celular o implicadas en su construcción.
Asimismo ha sido posible identificar varias proteínas de función desconocida hasta el
momento, que pudieran jugar un papel en dicho proceso, una de las cuales ha sido estudiada
en el transcurso de este trabajo. Para ello ha resultado especialmente útil el poder acceder al
empleo de la espectrometría de masas, una tecnología puntera en la caracterización de la
estructura primaria de proteínas que se encuentra actualmente en desarrollo en España. La
obtención del mapa de referencia de las proteínas secretadas por protoplastos puede resultar
una herramienta muy adecuada para el análisis funcional de mutantes afectados en la pared
celular que se está llevando a cabo dentro del proyecto europeo EUROFAN para el análisis







1. El análisis de las proteínas secretadas por protoplastos mediante electroforesis
bidimensional, junto con secuenciación aminoterminal, detección con anticuerpos o
espectrometría de masas, ha conducido a la identificación de 34 proteínas posiblemente
implicadas, directa o indirectamente, en la regeneración de la pared celular.
2. Las proteínas identificadas pueden ser agrupadas funcionalmente en varias
categorías: proteínas de pared propiamente dichas o implicadas en su construcción,
enzimas glicolíticas, proteínas de choque térmico y un grupo heterogéneo en el que se
incluyen proteínas con funciones diversas.
3. Dos enzimas glicolíticas, la enolasa y la fructosa bifosfato aldolasa, son capaces
de dirigir la salida de una forma intracelular de la invertasa a la superficie celular. La
eliminación de los residuos 169 a 251 de la enolasa afecta de forma negativa a su salida a
la superficie, mientras que la eliminación de los residuos 101 a 352 ó 46 a 224 impide esta
exportación.
4. El gen PSI’] codifica una proteína que está implicada en la construcción de la
pared celular. La proteína de fusión Pstlp-myc se localiza preferentemente en la superficie
celular, en la pared celular y/o en la membrana plasmática.
5. La ausencia de Ecm33p, una proteína homóloga a Pstlp, provoca una liberación
al medio de cultivo de 13-1,6-glucano unido a proteínas, indicativo de que existe un defecto
en el anclaje de algunas proteínas UPI a la pared celular. Este defecto no se ve agravado
por la eliminación simultánea de Ecm33p y Pstlp.
6. La sobreexpresión de Pstlp bajo el control de su propio promotor alivia sólo
ligeramente determinados fenotipos del mutante ec¡n33/x, como la hipersensibilidad a
higromicina 13 y a toxina lúller Kl.
7. El análisis a gran escala de las proteínas secretadas por protoplastos de
5. cerevisiae en condiciones de regeneración en medio líquido constituye una estrategia
adecuada para la identificación de proteínas de pared celular o implicadas en su biosíntesis.
La obtención de un mapa de referencia de las mismas puede, por tanto, resultar una
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Two-Dimensional Analysis of Proteins Secreted by
Saccharon’zyces cere visiae Regenerating Protoplasts:
A Novel Approach to Study the Ceil Wall
MERCEDES PARDO, LUCíA MONTEOLI VA, JESUS PLA, MIGUEL SÁNCHEZ. CONCHA GIL* AND
CÉSAR NOMBELA
Departanwnla de Microbiología II, Facultad dc’ Farmacia, Universidad Complutense, 28040 Madrid Spain
Protoplasis of Sac’c/¡aroniyces cerevisíde incubated in regenerating conditions secrete ccli walt componenis in order
to allow the biosynthesis of this structure. During the fií’st hours of incubation, rnany of Ihese are not retained jo Ihe
forming ccli walt but remain in thc medium. Wc have developed a method for coilecting the secreted protejus and
have analyscd these by two-dimensional elcctrophoresis to obtain a reference rnap of putative ccli wail prolcios.
Several proteins wcrc identilied by rnicrosequencing or immunohlotting; oamely, ccli walt hydroLytic enzymcs. heat
shock proteins, glycolytic enzymes and others. Sornc 3-1,3- and ~-~l.6-glucosylation was detected in the prote¡ns
secreted by regencrating protoplasis. Copyright Xj 1999 John Wiley & Sons, Ltd.
KEY wORI)s — ccli walt: 2D-[>AGE: protoplasts
INTRODUCTION
Fangal ccli walls are rigid structures required
for rnaintaining cellular shape and integrity by
protecting celis against osmotic changes in lEe
envíronmeol. thcy also ací as filtcrs, pcrrnitting
the passagc of sorne molecules whilc excluding
othcrs. The ccli waIl is not no inerí síructure and
undergoes profound changes as a consequence of
proccsses such as budding, apical extension of
hypha, dirnorphic transitions nod mating. The
details of wall composition are known for rnany
specics buí aspccts such as ihe asscrnbty and
interaction of individual componenís involved in
lEe gencration of walI architecture are more diii-
culí lo establish. Sincc Ibis structure is not presení
in highcr cukaryotes, a belter undcrstanding of jis
gencration conid Icad lo tlíe dcveloprncnt of new
selective antifungal drt¡gs.
*Corrcspondencc lo: 11’. (iii. Opto. de Microbiología II,
Facultad (le Fa nnacia. t nive rs dad (‘ompl utense. 2804<)
Madrid. Spain. Tel: 34 1 394 17 44/48: Lix 34 1 394 IT 45:
e—mail: gilníilaW?cucntíx.siin.ucm.es.
Contractlgrant sponsor: LtJROFAN Progranime of ILe FC.
Con 1 rací/gra nt 5 pon SOr: C~? 1 (‘Y it S~uí i o: Con ractlg ant
oniober: B1095-0303.
Con 1 rací/gra ni spcs aso’> Mi mis terio tic Ecl ucac ¡ di y Ci ene ¡ a,
Spain <Fcilowshipl.
TEe yeast Sw’c’harornyc’es cerevis¡ae has beco thc
major experimental model used lo address ccli wall
siructure and organization. The main componenís
of its ccli wall are mannoprotcins and j3-linked
glucans; sorne chitin is also presení (revicwed in
Cid e¿aL, 1995; Klis, 1994; Orlean etci!., 1997).
Synthesis of 5. cerewx¡ae cdl walt componenis
cotild take place jo two steps. Eirsí. chitin aud
~l 3-glucan are synthesizcd by plasma membrane-
bound cnzyme complexes througb a vectorial
process in which Ihe formed chains are exíruded
through ihe plasma membrane (Cabib eraL, 1987.
1982; Douglas ci aL, 1994; Mol e, aL, 1994).
Mannoproteins are synthcsized noé secreted
through Ihe sccrctory pathway. Pan of ¡3-1,6-
giucan syníhesis rnay lakc place in lEe endoplasmie
reticulurn or (Solgi (Roerner cl aL, 1994: Shahiniao
ci aL, 1998). Following this, alí these corn-
ponents would lEen interact aud assemblc lo forrn
a funclional ccii wail.
Mannoprotcins can be divided mío lwo groups
according lo thc method used for Iheir exíraction
frorn Ihe ccli wall; Ihose extractabie w’ith sodium
dodecyl suiphatc (SDS) (Valenlin ev aL, 1984),
whích are looscly associated witlí Ihe ccli walt
cIOtl coxalen tly—lj nkcd manooprotci os. xvii ich a re
sol tibit ized by nij íd al kal i trea Irnen t (Ni usa cl aL,
CCC 0749• ó03X/99/l)60459 14 Sl 7.5<)
(.op&i’iglit 4:~ 1999 john Wiley & Sons. Ltd.
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1997>, reducing agents such as dithjotlírejlol or
¡3-nicrcaptocthanol (Lopez-Ribot cf aL, 1996a) or
glucanase digestion of the gí tícan laycr (Moni un
er aL, 1994; Valentio ci aL, 1984). Thc glucaiiasc—
extraclable manooproteins líave <bree characteris-
lies jo commoo: (a) <heir scqnence shows a sirnal
peptide at tlie N-terrnious; (b) lhcy are ricE jo
scrineand/or threooinc; and (c) they have a ptíla-
tive glycosyl plíosphatidyl-iríosilol (GPI) attach-
mení sigoal (Van der Vaarl ci aL, 1996). A few of
tese glucanase-extractable mannoprolcios have
been identified and several are involved ¡o ccli
surface phenomena. lo yeasls, GPI-anchored pro-
tcins are also components of Ihe plasma membrane
(Caro cf aL, 1997; Hamada ci aL, 1998). it has
beco speculatcd thai Ihe GPI-ancliorage of sorne
proleins lo lEe membrane might represent an
intermediate stagc after whiclí cross-liokiog wilh
olEer ccli walt componcols is hnally achieved (dc
Nobel aod Lipke, 1994). Reccnlly, it has beco
shown thaI sorne eclI waIl proteins forrn a compiex
wílE 13-1,3-glucan through a ¡3-1,6-gluean moicty
and Ihal Ihe atlachrncot to this j3-l,3-/(3-l,6-glucao
Eetcropolymcr, probably through a GPI rcmíí~íol,
ís responsible for aochoriog ccii walt protcios
(Kapteyn cf aL, ¡996; Kollár cf aL, 1997). ¡3-1.3-
gluean is also covaleíítly bound lo chilio jo te ccii
wall (Harílaud cf aL, 1994; Kollár cf aL, 1995).
WiIE Ihe complete genonie of S. <‘cteí’isiac
sequenced (Goffeau. 1996), more Ihan 50 prílative
ccli surface proteios containiog a polential GPI-
attachmenl sigoal have beco idcoti ticé (Caro ci aL
1997; Hamada cl aL, 1998).
Two—dimensiooal polyacrylamide gel electro-
phoresis (2D-PAGE) appears lo be a very useful
tool for thc analysis of cooíplcx níjxltíres of
proteins. This lcchoique. origioaily deseribed by
O’Farrell (1975). separales prolcias 00 Ihe basis of
thcir diffcrcnces jo isoeicctric point (pl) jo Ihe first
dimensíon and apparcnt molecular rnass jo dic
sccond dimension. This mcthodology tías beco
grcally improved duriog ihe lasí few years. Thc
iníroduclion of comníercially mantífacttírcd
inírnobilized pl-! gradicnts (1 PGs) lías reodered tlíis
iechniquc highly reproducible ané Iherefore aiiows
íolerlaboralory coííí parison (Wjlkins ci aL, 1997).
2D geis of .81 ccrcrisiac ccli titar exlracts separate
several huíídred proicios. Different groups are oow
syslernatically ideotifyi ng thc yeast cxlract proteíns
separated by 21)-PAG E ( Batajile el aL. 1987;
Boucheric ct aL. 1995; Garreis cf aL, 1994, 1997;
Mailicí cl aL, 1996; Norbcck and Bloníbere.
1995; Sagliocco cí aL, 1996; Sanchez cl aL. 1996:
Slíevchcnko vr aL, 1996). Protejo idenlifleation is
achieved by aolibody staining. comparisoo of iwo-
dimensional gel posilions, Edman degradation, Ihe
use of gcnetically manipulated sImios, aíiuino acid
composilion and, reecnily, oiass speclromelry.
This lcchniquc tu tis afTords an overail ami
integrated view of <he expressioo of a lame number
of genes of <he yeast gcnooíe.
One stralcgy for studying <he dc novo generation
of ycast eclI wall is to eomplclely etirninate the wall
by enzymalie digestion in an isolonie mcdium ané
then aliow Ihe exprcssion of genes involved in
ccli walt regencration (Klis, 1994). Under Ihese
conditions, níany proleins are secreled mío the
medium. These would comprise not only structural
proleins buí also rcmodelling aod probably cross-
linking enzymes. lo lEis paper we describe a
method for obtaioiog proicins secreled from celís
¡o active ccli wall regeocration. These proteios
were aííalysed by 20-I’AGE. a reference níap was
obtaincd, ané sorne proicios xverc identified. The
níap should serve as a piciure of the geocs
exprcssed lo contribule lo ccli walI syothesis.
MATERIALS AND METIIODS
Saníp/c ¡9I’cJ910at ion
Strain S288C (Mata StIG2 nial niel gaI2 (‘UPÍ)
was aseé because it is <he reference straio for
genorne scqucociog. Celis were growo ~o500 ml of
YPD rncdium (Ausubel cl aL. 1995) al 2S’C <o ao
oplical de¡ísity of 4 at 600 orn. harvesied aíid
washed once xvillí xvater. CelIs (1—2 x 1 & cells/íííl)
wcrc iocubatcd ío a pre-lreatníeot soitítioo
(10 níNí HCI Tris, pH 9. 5 m~ EDTA. 1% y/Y
2-rncrcaptoelha¡íol) al 28’C xx’ith sEalcitín at
80 rpoi for 30 mio. Afta washiog wilh 1 Ni sorbitol
lhey were restíspended jo 1 xi sorbitol to a dcosity
of 5 x 1 «cells/níl. 30 pl/oíl (ilusulase ( Du Pont)
was added. Celis were iocubaíed with xery geolie
shakiííg until more tlíao 90% wcre proto~ílasis (Gil
cí aL. 1988). which werc iheíí pelícied by geotie
centrifugalion (600 x g). Protoplasís xvcrc xvashcd
llírce times with 1 Ni sorbitol by gcollv swirling
liquid across surface of pelící. lo clirníoatc avIv
1raec of G 1 usal a sc ‘. Protopta si regencia ti tíO wa
od uced jo coíuipleic mi luma 1 níediuní ~Ausubel
u aL, 1 995) contaj oing 1 xi sorbitol at 28 ‘C. x’.’i th
very gen tic shaki íg. A fier a 2 tu ioeu batbu. ccli
werc peilcí etí al 600 Y g a od tiíe mcdi tiíui \va
fillered wilti oxíl any cxiero al device t h yo ugt) a
022 pní pore—size nitrocellulose filier ( Millipore)
(7opyrigll :í> 199) loto W¡Iey & Ss, Ltd. ‘‘o< 15, 45’) 472 (19991
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afler Ihe adéition of prolease iohibitors (01 mM
phcnyl mell’iyl salphooale fluoride [PMSF; Eluka],
2 ~gIml leupeptio aoci anlipain, aod 1 ~g/rnl
pepstatio A [Sigrna~). Thc medium was concen-
Iraled by ultraliliralion usiog a pore-size of
10000 Da (Diaflo’, Arnicon). diluled wilh water,
conceníraled a furiher tlíree limes ané lyopluilized.
Ccli lysis was controlled by qaaotitative deíermi-
nalion of allcaljne phosphaíase (Cabib and Duran,
1975). Prolein quanlilalion was performed by Ihe
Bradford assay (Bradford, 1976).
Scanning e/curan rnicroscopy
Celís were prepared as described elsewhere
(hedí cÉ aL, 1987; Williams aud Veldkamp, 1974),
wiih slight modifieaíions. Log-phase celís in YPD
medium, fresh protoplasís in osmolie síabilizer
and regeneraling proloplasís jo liqaid regeneralion
medium were fixed willu 5% glaíaraldehyde jo
02 xi sodium eacodylate buifer, pH 7~2, al room
temperalure for 90 miii. Afler lixalion, celis were
washed wiíh 1 M sorbilol ané dehydrated jo a
graded cihanol series. Elluanol was replaced by
pure CO, ané samples werc coaled wilh gold.
Samples were exarnined ané pholographed under
a JEOL iSM-6400 seanning elecíron mícro-
seope, belooging to dic ‘Ceníro de Microscopia
Electrónica Luis Bru’ ni dic Universidad
Compluiense de Madrid.
Analytical 2D-PA GE
Two-dímeosíonal eleelrophoresis was performed
using an irnmobilized ph gradiení (IPG) syslem.
as described by Bjcllqvist cf aL (1993). lmrnobiline
Dry Slrips (pl-] 3 -.10 NL, 18cm long, Pharmacia>
were relíydrated ovcroighl jo 8 M urea, 2’ w/v
3-[(3-cluolanuidopropyl) dimethylammooio]-l-
propaoesulfooate (CHAPS), It) nra dithio-
eryihriíol (OTE), 08% y/y Resolytes (Pluarmalyie
pH 3.-lO, Pharmacia) aod a Irace of broníophenol
bine. Lyophilized samples (ca. 200 .íg) were resus-
pended jo sample bufl’er (8 Ni urea, 4% w/v
CHAPS, 40 nuxi Tris, 65 mxi OTE, brornophcnoi
bloc) aod loaded for dic firsí dimcosioo. Isoelecírie
focusing was carneé oní iíu a Multiphor II
Eieetrophoresis noiI (Pharínacia) al 1 ST? with Che
following prograoíoue: O <o 500V in 1 nuin, 500V
fon Síu, 500 lo 3500 V iii 5 b, and 3500 y for 12.5 Ii
(tolal 56250 Vlu).
Afíer foeusiííg, IPG strips were equilibraled for
12 mio jo 5Q mxi Tris HGI, ph 68. 6 xi urca. 30%
y/y glycerol, 2W’ 5v/y SOS, 2”~ w/v Dii, ané br
5 mio iii 50 mM Tris—HCI, pH 68, 6 M urea. 30W,
y/y glycerol, 2% w/v SDS, 25% w/v iodo-
aceramide, aoci were loaded onto a polyacrylaniidc
slab gel wilh a 05¼ w/v agarose solution in
Laemmli baifer (Lacrnmli. 1970). Tlíe secood-
dinuensional run (SOS—FACE) was carried ovIl on
líomogeneous runoiog geis (10% T) willuoui a
slaeking gel. Piperazine diacrylaouidc (16% 0 was
used as cross-lioker. SOS PACE was conducted al
40 mA/gel consíaní currení for 6 h in a Protean 11
ccli (Bio-Rad). Aiíalytical gels were silvcr-staincd
acconding <o Mcmii cf aL (1982) wilh ihe Bio-Rad
Silver Siam ¡(it.
Eleclrophorelogram images were oblained wiih
<be CS-690 Imaging Densilometer ané processed
wilh ihe MELANIE 11 software (Bio-Rad). Mr
noé pl valaes werc eslimaled using inlennal 2D
SDS- FACE staodards (Bio-Rad).
MÑ.’roprc,nararivc 2D—PA GE
Sample application was done on Ihe enlire IPO
gel dariog lIs rchydration, as proposed by Sánchez
cf aL (1997). The sanuple (05—1 níg) was mixed
willí 500 A of a solution conlainiog 8 M urea. 4%
w/v CHAPS, 65 níxí OTE and 08¼y/y Resolvies
(Plíarrnaiyíe pH 3 lO. Pbarmaeia), ané layeé job
dic grooves of a reswelling ehamber spccially builí
for dic purpose. GeL ~vere applied upside-éown
onlo u and covered witli paraffin oil. Rcswelliog
was acconuplisheé over 61v Focasing was carried
oul accordiog lo ilie aboye programnie, exteoéing
ihe last phasc to give a lotal of 126 kvh. 11’ tluc
seconé dimensión was noi io be run ¡míuíeéiateiy
afler foeusing, IPG strips were kept al — 70’C.
Tbe seconé-dimeosional run was perfonníed al
60 V constaní voltage ovenoiglut.
Pro fc/ti nl¡craveqttciictitg
Afíer mieropreparalive 20-PACE, the gels Were
soaked in MilliQ water for 3 oíi¡í noé equilibrated
lo lransfer buifer (íd oíxi 3-(evclolíexylarniiio~-1-
propanesulpliooic acié [CAPS]. ph II, 10~.<
oieiluaool). Polyvioylidene djflaorjée (P\DF)
rnembraocs (02 pM pore-size. Bio-Rad) were
equilibraled iii traosfer bulTer for 15 miii. BIci líííg
was canjeé out jo a semj—d mv nc¿iiís-blot ccli Bio-
Rad). 01 ‘¼,w/v SOS was addcé onto <líe saiudvielu
<o facilitale íraosfer. Cooditions useé were 0-68 A
curreol linuil. 15 V, 11v
Afler transfcr. oueníbraiucs wene riosed svith
Nl ji ¡ íQ water noé s taj ticé su iii 0 1 % w/v Coo iii ¿<55w
blue R-250 in 50<’, y/y methaool ¡br =nulo.
Copyright U; 999 John Wiley & Sons, Ltd.
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Deslaiuing was acluieveé jo 50” y/y mcthanol fon
15 urjin, afier wluich <he mernbraoes wenc niosed
wrilu MiIliQ water ané air-dried. Membranes wcrc
kepí at — 2WC.
Protein spots wcre exciseé arué subjccied to
Edouan degrada<ion usjog a Bcckman LE 3000
Sequencer connecícé lo a phciíyllhiotuydaotoin-
amino acid analyscr <Systcm Colé, Beckman).
Searehes for ideotily between rnicrosequcncinn
data aod prolein sequences wcre performed witlu
BLAST on tlíe IS’acc’haron¡vces Cetionie Dalabase.
imnínunoblní ana/).’s¿s
Cdl exíracís wcre prepared as follows: log-phasc
celís werc barvesled, ané washcd wjth ice-colé
waler. Cetis wevc disrupted wilh glass beads lo
200 ~‘I of lysis buffer <50 mxi Trjs—lICI, pH 75,
1 nuxi EOTA, 150 mxi NaCí, 1 mxi duthjothrcitol
(DTT), 05 mxi PMSI» ané 5 gg/ml of Icupeptio.
pepstalin ané nolipain) by vortexing. Afier tlue
beaés had seliled. <he bnokco-ccll suspeosion ~vas
lraosferrcd <o othcr tubes ané ceotnifugeé fon
15 mio al 13 000 rpm. Supenoalanis were again
Irausfened to otluer tubes aoci receotnifuged. Thc
supernalaots were kep< a< — 2WC.
Afier dic samples had beco subjeclcd to analyti-
cal 20-PACE or SDS—PAGE. gels wcnc elecíro-
blot<ed onto PVI)F on nitrocellulose rnctíibnatics in
Towbjn bullen at SOmA ovenoight (Towbin cf ¿mL.
1979>. BloIs were processeé foilowing standard
protocois (Ausubel cf ¿rL, 199.5). lo some cases
(Cwp~ p, ¡3-1 .3-nuca o) ñhiers were ineateé wiílu
50 mxi peniodate, lOO mxi soéjurn acciate, pH 45.
fon 30 mio befone bloekiog (Mootijo cm aL. 1994).
Polyclonal antibodies againsí several ycast ribo-
sonual protci os (dilulion :1 000). S.sa 1 -2p (éilulio¡u
1:600), Ssb 1 -2p (dilulion 1:600), Exg Ip (dilution
1:10 000). Hkrl p (diltrijon 1:200), Krc9p (diln—
<ion 1:1000), Flolp (diluíioo 1:3000), Secl4p (dilo-
lion 1:1600). Casi p (diluíion 1:3000). ¡3—1 ,6—glucao
(dilution 1:5000) aoé ¡3—1 .3—glucan (éjlutjoo
1:75 000) wene used. lmnuuooneacíive spots wcrc
detected usiog horsenaéish peroxidase—labelleé
anli-rabbit lgCs ané ah eíuhaiueed clueiuui-
Ium,oiscencc éetec< ion sysiem (ECL. Amersharn).
Gcncíic <‘onsti’iiclioiis cinc! mo/ecu/uf bio/ogr’
tcch ~it/tWA
NI olecula r luí ology tech o iq tres wene earrjed
otíl usiog sia od aré prolocol s (A us ubel cf aL
1995). l—’usjoo piolcios werc coiustntícteé in <be
followjog wir y. l—’i rst, 1 wo tai rs of 01 igon uclcot it] es.
UP-ENO/LO-ENOaoé UP-FBAI/LO-FI3AI, <bat
amplifleé <he promoter regiolí ané <he colme ORE
withou< <he stop codotí of Si c’n’cí’isiuc ENQ2
aoci FRA! genes, ncspectivcly, werc designeé
(LP-ENO: GTCCATCCCCTCA1’TCAA’FAGA
TTACC/LO-ENO: AGGGATCCTTCTCACCC
TGCTCGAAG and ti ¡‘-FHA: TCCCATCCG
AATAACAATACTCACA/LO-FBA 1: AGAGAT
CTAAACTCTTACTCCTACC). PCR ampiifi-
cation wilh S. c’c¡’cr’isiuc S2SSC genomie DNA as
tempiate rendered ENO2 aud FRA! genes <laoked
by BamHl—BamHl or Ban¡HI—B/gll resírjetion
sites, respectively. Tlucse PCR producís wcre
ligaleé wilh pCEM “<T vector (Pronuega) lo yielé
pGENO and pOFBAI plasmiés. Re Ban¡HI-
Ban,HI fragmení carning ENO2 was excised fi’orn
pGENO as wcIl as <he Sund-II- 5/gil fragmení
compnising FBAI was obíaineé froní pCFBAI.
Eoih of <bern wene sabeloned mio tIte Sg/II site of
plasnuid pSCl (a centrornerie YCplae33 denivative
which eooiains a SI c’ercnisicw suc’2 alele lha< laeksits signal seqaence as well as lite inilialor mellujon-
inc afler a Bv~/I 1 reslnjctioru sile) <o oblaiíu pENO2S
ané pl—RAS plasmiés.
Yccísf irciiisforincit¡cmn ¿mmmcl gron’d¡
Plasmiés eonlaioing fusion consírucis wei’c
transionmeé jo ~&c’c¡’cr.’isiac’ SS jO (MATa suc2A9
vo’a3—52 /cu2-3, — 112.) by lIte ijíhiuní acciate
mcl hod (lío cl uL , 1983). Tr=íosforutan i 5 werc
selceleé luy growth oit SO mi]t irna 1 mcdi uíít (067%
ycast oil rogen base wjtluout amino aciés, 2% nlu—
cose) suppleíiicnted with tlíc ajupropniate aoiiíio
aciéu.. íransferreé <o solié sucrose mcdi um (1 ‘21
ycasl exlrael. 2” u peptoíuc. 2’t sxíerose, 2% agar.
1 gg tuf a tuimxci iu A per mi) aod gnowo ‘it ~8“C
RFSULTS
(~‘o//c.’cfion chic! uncíA‘vs 0/ piolcuiS scc’¡’cícd /
¡‘egea¿‘ial mg prof oplci.s ix
Qur approach lo sludyiog <he ccli wall proicios
of 5’. ¿‘cre ‘¡yac o as baseé on <he a o a lysis tu f
prolcios secreteé liv r cgeocratíog pro oplasis.¡ oilial y, negeoc al o” pi otopíasís secrete luía u y of
<lucir ccli wail conuponcuis nito <líe medium. These
mcl udc sí mcl nr al pi ote os, neniocielliii g a né
1urobablv cross—li nkmiin eozvmes. Wc have set up
a metliod to obíain <he prolcios seereicé by
regeo eratjng p noiopíasís ti oder stí jiable co né iii o is
Ion aoalvsís ant] jéeíuijhc=rijon.(elis wttrú inealcé
Copvrigiít : 999 loÁn Wiley & ~ Liii.
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(irow celís lo Inie log phase ai 28”C
+
30 rojo shiñ lo pre-tneairtíeol solulion al 28”C
+
Obíain pí’oioplasis wilh Clrisíilasc~t~ jo osíttotic síabilizer
+
Regeneration of pnotopiasts o MC mediiíot wilh 1 xi sorbilol for 2 h al 28”C
Ir
Rccovcr oteé jurn wiíh secreled prolcios by centnifugalion and filtralion
+
Concenirate by ultrafiltraijonaoci lyophilizatioo
Figure 1. Protocol for cnllecting proteins secreted by rcgeíuerating protoplasís of
SS corevixirse
with Clusulaset to obíain more litan 90% prolo-
plasts, aud Ihese wenc incubaled iii rcgencrating
conéi<ions lér 2 It lo allow lite seenelion of pulative
ccli waii componenis. Afier títis tinte, tIte nuediu¡tt
was recovered ané diluled several limes lo eiinui-
nale sorbilol. Sampies werc liten coneentraled by
ultrafiltration and lyophilization (Figure 1). CeIl
tysis xvas conírolled by: (a) quantitalive dctcrmi-
nation of alkalinc pitospitalase, bcing this enzyme
unécteciabie in lite sampies analyscd; ané (b)
Western blot aoalysis usiíug anlibodies agaiíust
yeast iibosomal proleins ané Secl4p, a soluble
cytoplasotic protein which itas prcviously been
useé as conirol for ccli lysis (Cleves cl a/.., 1996).
Several éilulions of a ccli exírací (Figure 2, lanes
1—8). together with dilfeneol amounts of prolehus
secreled by pnoloplasts (Figure 2, lanes A aoci B)
weí~c cieciroptionesed atud inuntunodetecied witb
anti-Secl4p antibodies. Computer-assisled coot-
panisou (Molecular Anaiyst software, Bio—Rad)
showcé <bat lIte inteítsity of banés jo lanes A ané
12345678A6
Figure 2. Western Olor zrnalys¡s of eclI extiacís and proicios
seereted by pror oplasis using 00 tihodies cigoinsí See 1 4p. Severa)
dilutions of,, ccli exirací, correspooding 1062 ~ i&. 31 z 1 cl.
12 x lO< 62 x 0<31 lO”. 12 x 1(1’. 6)5’ l0~ and
31 lii> broken celis (Iones 1~ 1, respectively) and difl’erent
amoimnis o> proleitis secrered hy piotoplosis (Ornes A ond O>
Wc re elee) tpO o resed, Olor <cd a íd inini u n ocieleer cd w iii a aIi —
Seci4p.
B (Figure 2) corresponded lo 12 x It)” ané
625 x i05 brokcn celis, rcspcctively. Taking Uno
acconní lite amouol of protein loaded, tite lotal
amouol of prolcio secreteé ané lIte total onníber
of protopiasís tísed, lite pereciutage of ccli ysis was
estimaled. TItis experimeul ailowed us lo conciude
thai ccli lysis la lIte samples of prolcias secreteé
by proloplasís prepared as describeé aboxe, aoci
Ibus conlamination by iníraceil ular protcins,
was lcss <han 01”. Sirnilar resulís wenc obtaioeé
when antibodies againsí ycast ribosornal protcios
wcne used (dala not sltown). Furíberotone. Secl4p
could nol be detected oit a two—dirnensional
immuoobiot of pnotoplas<-secrctcé proleiíus (data
oot shown).
Frcsh ané rcgeoeratiog piotoplasís Mene
exarnineé by seaooiog ciecinon oteroseopy
(Figure 3). Freslt protoplasts appcared as ronod
celis witlt a srnooiiu surface. buí wilh iní’egularly
disínibuled wriiukles. Clobtílan forns, correspoité-
iog to subsíaitees secreleé by tite proíopiasts
(Miegevilie ané Mono, 1977). coulé rIso be
obsenveé. Aher 2 Ii of regerueration, protoplasis
Itad a ocí of <hiek fibnils irregulaniy disínibuied
íivcn tbeir sunfaces.
Pnoieins seeneteé by rcgeríerating 1=. ¿<rerísun’
proloplasís iít liquid oteéiuos were separa icé bv
high ncsoiutirnu two—éinueosiooal ciectrophoresis
usiog ao imotobilizcé pH gradiení (Bjellqxist ci aL.
1993). Figure 4 sltows tite rnap of iluese proteiris.
wiiitio <he Mr 10 200 k Oa aoci pl 35—9 expen—
inrenial wiitéow, whieh we’e visíralizetl bx silven
siaiitiost. A. boui 200 ltnt)teiiu SitoIs xvcrc cietecied oit
Copyr~ight •it’ 999 John Wiley & Sons. lid. >‘co<í 15, 439 4? (1999>
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títis mp using tite MELANJE Ji sofiware. Reso-
lulion was gooé ané <he lceitniquc xxas ltigluly
reproducible. Tite gels wene supenimposable, eveít
wltco samples front éiffeneoí expcniíuucruts were
useé.
1</entfu’atíon of pro/chis
Tite use of a novel ioaéiog inetitod 00 iPO jo
tIte finsí dinuensiotu (Sanchez cl aL. 1992) ailowed
higiter sairuple loadiiug, ané bence N-lcninioai
scqtreneiog of lIte ntost abuodaní biolled pnoteios
couid be acítieved. Tite N-tenrninai sequcoce ciata
oit selecled spols are suntmanizcd jo Table 1
Tite N-ícrrninal sequcoce éelcníttiocd for spot 1
could conresponé lo lIte producís of iiue geites
EA1OI ané ENO2. Compirniog tite expenimetutal
M n ané pl values wjtlt lite titeonclical values of
tluese two gene producís, tIte spot was ideitijited as
Eno2. Tite ideolilies of spots 2 ané 3 weíe assigned
éircctly to prolcios Hspl 50 (subuoit Ji) tríté Bni2,
rcspectiveiy. ‘fite N—teroti tal seclucoce dcteníttiíteé
lot’ spots 4 aítd 6 corresponded to tite Y DR05Sxv
gene producí arté prote¡rt Ygp 1, respecti vely.
a iliuouglt sía ni iiug al positioít s 144 aité 148. Ibis
eould be éuc lo post-tnaoslalional pnoeessirtg. as
occurs jo tIte case of l-lspI 50 (Russo ci aL, 1992).
Fon spo< 5, it was fol possibic lo dislinguisit
between lite two isocozymcs (‘l’élr2 ané 1’éh3),
sinee íIteir’ N-terminal sequcoce is idc¡tticai noé
ihein Mr arté pl values are vcry similar.
Sioce identificalion of prolcio spois by uticro-
scqueocing requineé a considerable arnouot of
prolcin, wc uoderlook tite ideniilicalioo of known
81 ccrcrisiac ccli wali proleins in tIte 20 pailero by
ímrnunoblolling witb polyelooal antibodies. TIte
iéentilieaiions oblaineé in Ibis sludy are usted in
Table 1. AII anlibodies werc Iinst tesíed in one-
éintensioutal Wesiern blois Lo clteck Lital tJte~’ were
indeed necognizing lite corrcspooéíng prolcio in
tIte sampie of proteios secreteé by negencraíing
pro topia sís.
Anlibodies againsí lite SSA family recogitize
bolb Ssal ané Ssa2; it is not knowo wbeíitcr tbey
also reací widt Ssa3 ané Ssa4, wbieiu are expressed
under síress-induceé condilions. A ntajon ciuslen of
several spols was delecícé at 76 kOa; <bis was
assígneé to tite corresponding cluster jo lite gel.
XVc also assaycé antibodies agairtst lite SSB fantily,
tbat neco<tnize boilt SsbI ané Ssb2. One elusler
of spots was necogoizeé by Ibese notibodies. lIs
pattern otade u easily recognizable itt lIte silven-
staíoeé gel (Figure 4).
Aulibodies againsí Cwpl, a k¡towít ccli walt
protein, <lié rtot recogítize aíty protejo iíu our
sample. wbile a proteiiu barué was delceled iít a ccii
extrací ané in 2-rnencaploetbaooi-cxtracted ccii
wali prolcios (data not sitowo). Títis piotein could
ite seeneled or exponled lo tite celí wali itt a laten
síage of ccli wail rcgeíuenatiotu. íttR N A leveis of
Cwpl itave reeeítlly beet reponed lo l?eak itt S/G2
pItase (Brul cf ¿¡1, 1991).
Antibodies naiseé agaiitst Hkn 1, K:e9 antí Fío 1
proleuts wene also assayeé. witlu negative resulis.
This was ítot sunpnisr¡ug. sirtee 1-1 kr 1 is a lype 1
nueíttbnaoe prolein (Yabe ct aL, 1996>. Kre9 is only
detecteé itt tite extnaeeiluia.n tttediuitt \vltelt ovcr—
¡‘noé uceé (Bnowit aíud Busscy. 1993) aíud Fío 1 is
itot produced jo ooo-floecuieitt straiius (Bidaré
e/aL, 1995).
Antibodies agaiosl Gas 1, a CPI-aíteitoieé pro-
teiíu localized jo lIte plasma membraite. necogruizeé
a sireak in tIte acidie part of lIte bidjrneosioital
biol. iodicatiítg <be ¡‘neseruce of titis prolcio on
aitotluer nteotbcr of tite Gas iirituily jo lIte
iurotoplast-sccreted proleiíts (Caro cm ¿mL. 1997). 1 ru
reccítí wor’k wc itave ideotjireé titis st íeak ¿is Cas3
(Nl. Paréo, nrítpu bu siteé restí lts).
• 1
F¡gu re 3. Seaoniort cícetroir nticroseopy of protoplasí s of 5.
<ú ‘i,si¿,c. lA) l~resh proroplasís. IB) Proropías t s cite r 2 h i o
regeoerating conditions. Bar corresponds <o 1 pnv









Figure 4. Two-dintension<rl silver-st<rioed ínap of protejos secreied by 8. ¿crcrns,¿,c
identified protcios are shown. *Spoí recognized Oy polyelonal antihodies against Casi p.
Glurosylafion of protcins secreted br rcgenerating
prof aplasts
Sonte celí waiI ntannoproleins Itave recentíy
been shown lo conlain a pitospitodiester-linked
side-chain of ~3-i,6-Iinkeé residues by witicit tbese
proleins are allacited lo <he ¡3-1.3-glucan malnix
(Kaplcyn et aL, 1994, 1995, 1996; Monlijo cf ¿mL.
1994). We invesligaled Ihe gtucosyiation of tite
prolcios secreled by regeruerating prolopiasts usiíug
poiycíonai affinily-punifieé arrli-¡3- 1 ,3-glucan ané
aoli-¡3- 1 ,6-gluean antisena. ¡3-u ,6-glucao-cootaioiog
material was delcelcé as fainí baoés at 160 kOa
attd al lIte lop of lIte filter, far aboye 250 kOa
(Figure 5, lane é). TItis indicales tluat sorne
pnoteios secreteé by protopiasís wilitin 2 it of
rcgencnatioít are ¡3-1 ,6-giucosyialed. Zyrnoiyase-
exíracled ccli wail pnoteios (Figure 5, lane e) wenc
useé as a positive coíttnoi because lbey canny a
— ¡EF
PI
protoplasís regeoeratiog thcir ecli xvall.
earbohydrate side-chain coolaioing ¡3-u .6-iirtkeé
giucose residues (Monlijn cf aL, 1994). TIte ¡3-1,3-
glucan aoliserum also delecled a faittt bané aboye
250 kDa. Titis baud disappcarcd wheit conupetilive
Wcslern anaiysis witb 200 ¡¡xi laouinario (a 1 .3-¡3-
glucose polyrttcr) was carried oul (dala íuot
sltown). Some of tite proleins secreled by regerter-
aling protopiasts <bus scern to be ¡3-1.3-
giucosylated. However, neititer of Ihese lwo
nualcnials was detecled in lwo-éimcnsionai blois.
probably due lo lIte vcny iow aotount presení in
<he sartupie.
Genctic study of t/¡c cxport of Eno2 ¿¡mmd E/ra] to
tIme cdl suri¿¡ce
Aitbouglu tite
zynues in tIte eclI
ongaítisítts Itas
prescoce of sonte gíycoixtic en-
waIi or sunface of somute micro-
beeíu pncviously reporteé (see
¡ i ¡
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1 43 569 AVSKVYARSV Eoo2
2 150 472 AAXQIGDC/LQV HspISO
3 35 421 iGFLXxxxXK/VN/DN/DxG/DTXK Bgl2
4 123 56 SiIKSPVETVS YDROSSw
5 36 662 VRVAJNCFCRI Tdb2-3
6 58 422 FSIiFDTEKPIV Ygpl
7 76 463—467 o.d* + Ssal,2(34)
8 71 490-502 od + Ssbl.2
9 39 554 CVEQIiKXKTG Ebal
it) 55, 42 423—427 oil + Exgl
II 126 41—46 od + Gast
*nt noÉ delermined; tspol recogoized by polvelonal anlibodies a gainsí Gas Ip.
discussion), lIte iioéing of soíttc of <bese eozyrnes
íit tite prolcins secreteé by negeoenaiiog pnoíoplasts
icé us lo cbeck Ibeir aitiliíy lo neacb <be ccli surface
itt 5 cerevisicme. For ibat purpose, art iítlraceiltrlan
fonou of S. ccrcr’Ls’iac joverlase was useé as reporten











Fignie 5. Weslern blol sliowiiigglueosylatioo or pi olelos
secreted hy 8. ee’r<’os¿oe’ regerierating protoplasis. Lane a. ecli
exírael; Jane b. Si)S—exiracíed ecli ev,rII proteine lame e.
Lymolyase—ex1 roe [ccleclI ~x:nIIp el cii rs: lono d. prot cios seereíecl
by rcgeneraling proloplosis. St’n¡plcs weie a’’:rlyseel 050%!
trllií,iíy—1ít¡rilied ai~íi—fI<— 1 (‘—gleíeaií rnlíseroni.
éiffereoíiy negulaleé nuRNAs. The Urgen RNA
cocodes a secreteé. glycosylated fornt of iruvertase
wbiic tite smalicn RNA encodes no irtínaceiluiar.
ooít—giyeosylalcd fonou (Canlsoo cl aL. 1983).
Iruvertase secretioíu into penipiasotie space is re—
q uire<l ¡‘or gnow’rIt oit suerose as sole
sourcc, arud tberefone .suc2 muiaots (5’. ¿‘ercvis’i¿mc
sinain SS 10) are nol able lo grow under tbese
conditioos. pENO2S airé pEBA IS plasíttiés canny
LWO2 arté FRA! genes friseé iít frante witlt a suc2
nilele xx’itiuout sigoal peptíde (wbiclu is. titerdone.
uruabie lo be secrel cd arté reotairus itt tnacei luía ni
pENO2S ané iuFBA 15 wenc lnaosfoníuteé joto .5.
<ccc vis/oc SS u O a tui iru botlu cases 1ra u sforrttatt u
wenc tibie lo gnow oit sirenose showiíug <iuat iltese
iwo proteirus are a Lic to dinecí tite s¿mc2 irtíraccí 1 u —
lar a leí e oulside tite plasma itucitubra te (Figure 6).
TIte 1urcsencc of tite luybnid proteins at tIte ccli
sunface was ruoi éue to ccli ixsis, sirtee eclís
Control O pSC1
pENO2S fl pFBA1S
hgore 6 <. o¡oplemenlatioii oF SI e~c’i~t’osio’’ <oc? str:rins witb
díflereot “ene eonslruetions. Sl¡a¡ií SSO> (.o,c2¡I9> ‘vas ryons—
onoto,] a tít ILe toleáred pltrsmids. srreoked otilo
iueel¡nro <see Nl reí ial :roel Mcllíoels) :¡od iiícobaíed liv 3 cl:,vs
ir 28’( t ornO ol ,nciie:,res a ceníromerie plosraid earry¡ne tOe
svílei-rxpu 5t <‘ “eme.
TI
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transforrncd wilit pSC 1, which carnes lite .su¿.’2
aliele alone, coul<l oot gnow under tIte sarne
condilions.
OISCUSSION
The fungal ccli wail is a veny imponlaot sínucture
responsible for cellular sitape and celiular inlcgnily
ané it also acis as a filter, permilling Ihe passagc of
some molecules witilc cxcluding oiiters. II is also
invoived in odien imporlant processcs such as
flocculalion ané infccliousncss. Since Ihis síruclure
is absení from mammalian celis, tite fríngal ccli
wail seenus lo be a good targel in tite dcveioprnenl
of selective anlifungal drugs. TIte compiclion of
tite S. cerevísiac genome sequence (Coffeau, 1996)
as wcli as tite similanily in ccli wail consíruclion in
Ascomyceies, ineiuding med¡caliy importaní fungi
such as Gandida albic’an.r ané Aspergillus/urnigalus
(Brul cm aL, 1997; Chaifin cm aL, 1998; Kapleyn
cm aL, 1994), nendens titis yeast an oplinral candi-
dale fon ccli wall studics. It is estirnalcé lital
seyeral bundred geoes are ioyoix’ed in ccli wali
construclion. íncluéíng sonte newiy discovered
ORFs. Tite Ccii WaiI Node of lite EUROFAN
(Furopean Funclional Anaiysis) prograrnme rs
currently earnying out diffenent scncens lo idcnlify
genes involveé in ccli wali syniitesis aoé morpito-
genesis. One of Ibese senceos invoives tite sludy of
tite proleins secreteé by negencraling proloplasís
by means of higb resolulion two-dimeosional
ciccíropbonesis. as descnibeé itere.
Eiimioatioo of lite yeasl ccii wali by enzymatic
digeslion jo an isotonie rneéium, foilowcd by incu-
italion in negeoenaling cooéitioos, resulís in tite
secretion of íuuoucrous pnoleins mio lite mediuní
ané aclive regencration of lite ccli wali (Klis,
1994). Titese secreteé proicios couid be síructunal
prolcins as well as rernodeliing ané pnobably
cnoss-linking eozymes. The use of protopiasís lo
sttíéy ccii wall proicios aliows probienus oonmaliy
encounlered ¡o ccii wail prolcios extraction pro-
cedures <o be ovencoouc: (a) <lic proleins secreteé
during ihe finst itouns ane nol retained in lite
naseení ccii wall, but nemain in lIte meéium.
TItus, it is oot occessany to earry out citenuical
on eozymatic exínactiorus, wbicb couié modify
sucb proteirus ¡it 5OitiC way; (it) cbenricaliy or
enzyituatícaliy-extraclc<l ccii valí pnoteins canny
gí jean a¡u<l ciuitirt side—citajos, wiuieiu itantpens
Ibeir nesoiulioíu by elecíropitonesis ajud subsequerut
ideoí¡fieaiiort. 1 it aédiliort, mosí of lite genes
invoived ¡o ccii wall synthcsis are being itighiy
expresscd. Summiog up, tIte study of proteins
secreteé by rcgencraling prolopiasís coulé give
useful information aboul ccli waii biosynlbesis.
Wc itave set up a melbod (Figure 1) lo obtaio
tite protcins secreteé by regenerating protopiasís
(Figure 3) under suilabie conditions fon aoaivsis
ané identiflealion. Tbese proieins werc analyscd by
íwo-dimensional gel elecíropitoresis ané a map of
tite proteins seereled was oblained (Figure 4).
Wc itave identifleé differenl prolcins by Edman
degradation or by inumunoblol analysis. Titese
pnotcins can be included in differeol groups: (a)
prolcios involved in ccii wali construclion; (b) beni
shock pnoteins; ané (e) otiter proleins.
Protein.v involved iii ccli wa// construction
Two giycopnotcins witlr enzymatie aetivity, Bgi2
aod Exgi, wene deteeled. Bg12 was presení jo Itigh
amounls in tite prolcins secreteé by protoplasis.
possibiy suggesling its imporlanee in ccli wall
biogenesis. TItis prolein ¡San enclo-¡3-l,3-giucaoase
thaI may piay a role in ccii expansion éuriog
gnowtit, in maling ané in spore release (Klebl
aod Tanoer, 1989). Coidman cm aL (1995) pro-
posed lItat it conid Itave l,3-¡3-glucosyiiransfenasc
aclivily. Fxgi is an exo-j3-l,3-glucaoasc (Vazquez
dc Aldana cf aL, 1991) <bat Itas been implicateé in
ccli wail ¡3-glucan assembly (Cid cm aL, 1995; fiarte
el aL, 1995).
lnleresiingly, anlibodies agaiost Casi a gixco-
protein conlaining a (iPI-anchon for plasma nuent-
brane ailaebrnenl (Nuoffen el aL, 1991; Raitu cm <mL.
1995; Vai cm aL, 1991), detected a Casi itoruto-
logue. Witit tIte complele genorne of .5’. ccrcr¡smcmc
sequencc<l, four Itomologues of titis protein Itztxe
beco described (Casi—Cas5). Recen<ly, tite imouu-
nodelected spoí Itas been identified as Cas3. TItis
protein does nol contain a dibasie resiéue
N-tcrormnal lo tite u-site fon GFi-attacitmeoL as
Itas beco suggested for ccii waii OPI-protejos
(Cano cm aL, 1997).
lo lIte preseot stud. we itave also detected a
itilberto unknown protein, lite producí encoded by
YORO55w (Brandt cl aL. 1996). TItis pnoteirt
sltows simiianily <o ouernbcrs of tire Sps2 familv
(Caro cf ¿mL. 1997). 1< is a typicai glucaoase-
extractable ccii wail prolein, niclu ¡o serme arté
llureonote, antí itas a pLitative CPI-a<laeltmeiut
sígoal. it aiso itas itt rl tiple poteittial sites fon
N—glycosylalioo. Titis prolein rutusí Lliudengo post-
<nansiatiorual modifications sirree its experimental
Co py rigE t ir 1 999 lo Ir it Wiley & 5 on s. Lid Ycosm 15, 459.-4~72 >1)991
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Mr is mtach lt¡giten titan tite predicted xveigltt. Tite
N-lenmioai sequciuce delermined by us starteé al
posilion 144 aoci Iberefone tite pttlalive precursor
wouid conlain an N-lcnminai exíendeé peplide
dial musí be eleaved off duning lite proeess of
protein exteroaiizaíioo.
.lJc¿¡í s/¡oc/< /JPoleimlS (iIsp.r)
Hsps belong¡og lo lwo faituilies were deleeleé:
Pm pnoteins (Pinl/Hspl5O/Pir3) aité Hsp7Os. Tite
heal sitock response is one of tIte mosí consenveé
atíribules of iiv¡og ongaoisms aioog evoiution.
Hsps itave beco implicateé iii lite protection ajud
damage repair of celis uoder stress coodilioos
(Magen ané Varela, 1993). The presence of Ibese
protcins ¡n our samples was ool surpr¡sing because
protopiasís are ItigItly stresscd celis. Hspl5O
(Russo et aL, 1992) was tite major spol in our
sampies ané Iherefore seems lo piay an impor<-
ant role in allowing ccli wall regeneration by
protoplasís.
Proleins of tite HsplO famiiy wcne also <lelected
(Ssai.2 ané Ssbi,2). Titese Itaye beco implicaicé
itt prolein foldiog arté tIte transiocation of pro-
lerns across menubrarues (Craig ci ¿iL , 1993;
Ceorgopoulos ané Weieit, 1993). Tbey do not
have a signal sequence ané Iheir localization
was originally lItougItl lo be resir¡ctcd lo ibe ccli
inlerior. Recenliy, Lépez-Ribot aud coileagues
(Lopez-Ribol ci ¿4, i996a; Lopez-Ribol ané
Chaffin, i996b) Itave sitown jo both .5. c’crcvisiac
ané Ci? a/bicans Ibal sorne prolcirus beiongiog to tIte
llspíO family (Ssaip ané Ssa2p) are also preseol io
lIte ccli wail, ané bave suggestcé Ibal sueit proteirus
rnighl piay a role jo lIte overalí process of tite
biosyntitesis, secretioo, aoé asseoubly of ccii waii
eooupooents, aod also jo tite geocralion of lIte ccii
wali síruclune. Our resuits are jo agreemeol witb
litese findiogs. lo our saoupics we wcre abie lo
detecí nol oniy Ssa 1 ané Ssa2. buí also Ssb 1 a¡té
Ssb2 (Figure 4).
Olber proíc¡ns
Wc bave also ideotilicé Ibree giycolytic enzymes:
Fno2 (enolase), Ebal (fructose itipitospbale
aldolase) ané ‘idIt2-3 (glyeenaidehyée-3-pluospbalc
éeityérogeoase). TIte preseruce of ibis type of pro-
teirus ja tite ccii surface of sevenal ituicro—orgartisitus
Itas beco desenibed prcviousiy. Oiffere¡ut gnoups
irave reporteé tite prescoce of enolase jo tite
ccli wali of Ci’. cmlbic¿¡ns (Artgioleil a cl aL, 1996;
Enoles cf ¿mL, 1997). (uiveeraiécbydc-3-piuospltale
deitydrtugerta se itas beeru reporteti as a atajon
surface proíeiíu jo grotrp A síreplococci (Pa¡ucboii
ané F¡sebetti, 1992) aoé ¡s also preseot ja tite
G. a/hñymns ccii wail (Gil—Navarro cf ¿mL. 1997;
Cazalbo cl ¿¡1., 1998 y la Kluvveron iyccs niarxr—
anas, tite sante eozyme itas beco identifleé as a
corustilulive protejo of tite ccli waIi ( 1—enitarudes
cf aL, 1992). OtIter glyeoiylic enzyoues, sucb as
3-phospbogiycerate kituase or alcoitol éeiuyéro-
genase, hax<c also beco strggesled lo be presertí oit
lite surface of C. a/bic¿mns (Aiiousb ci ¿mL. 1997;
Pcíudrak atud Kiotz, 1995). Howevcr. otiter autiuors
itave shown tItal lIte ccii waii of U ¿m/bicans ineor
poraleé exogcnously acided prolcius aíud tbey
poiíuled out <tal enolase. Hsp7Op airé otiter cyto-
plasmie protelus couid be fouud in lite ccli walt as
a resuil of ccii lysis or aoy otber uokoow]u ouecit-
amsnt (Eroles cm aL, 1997). Aititougb we cao not
exciude absoluleiy lIte possibiiiíy of sonte leakage
of cytopiasrtuic prolcios ocetrrniog (iess titaít 01<21),
lIte resulís oblained witlt tite fusioít prolcios
(Eoo2p on Fbaip witb iovertase) sitowcd for lIte
Irnst lirute aiud usi ng a ge]uctic apprtaelu tluat lwo
ciassical cvtoplasnuíc pnoteiits are abie tú neaelt 5
c.’crcvisi¿w peripiastutie spacc. 1’urtltcnituone, wc have
demonstrated Ibal titis is ¡to< doc lo ccii iysis. siruee
celis carnyiitg tIte s¡¡¿’2 afiele witltout aity peptide on
protein éirecting its export tú lite ccli strnface eouié
itol gnow on suerose as a sole ctrrboiu sourcc
(Figure 6, pSCI). lo adéition, wc bave <liscanécé
lite possibilily tItal lite fusion proieins exporí
otigití be duc to tite iuigh expression of diese
giyeoiitie enzymcs (Norbeck ané Blomberg. 1997)
because a deleteé versioit of Eoo2p—invertase
fusion protein. iacking part of tIte cuolase sequcoce
bat silil bearing tite pi’oíuuoler regiúlt, ‘5 iuot LIbIC 10
contplement a 5 ¿‘ccc r’isi¿mc su¿’2 ou utaití téata it ot
sltowrt). Noite of tbese glycolyiic proteirus itas a
cotuventiortal N-teriutirtal sigítal sequertee. as occuns
in tite case of Ssa arud Ssb prolcios. wluiciu wouié
suggcst a uoo—convc¡utrooal secretory patitway fon
ihese proteirus. Suelt a éistiíuc< patltway fon prolciít
export Itas. ñu fact. alreaéy beco describeé iíu yeast
(Cleves cm aL, 1996). lo eceiut neyiews lluese glyco—
lytic eiuzvrutes have beeit iruciudeé aotoitg ccli wail
proleirus (Citafito ct ~4, 1998; Martinez cm aL
1998). A possibie role Ion lbent bu lite ccli waii
síu o ulé be i luk’eS<i cateé i tu fui ni re resea relu.
CONCI LISION
lite use of 21) ciectropluonesis lo study putalive ccii
wali piole os secreteé by negeoenaliíug protopiasis
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affords an integraled view of lite ouaoy genes
cxpresscd duning ccli wall negeneration. II was
possible <o ideotify differcnt types of proteirus, sueh
as lypical ccii wall proteins (síructural or/ané
eozymatic proicins) togeiher with odien proteios
possibly invoived in the ovenail proccss of ccii waii
biosynlFresis. Furthen identification by mass spee-
tnomclry of more prolcius secreteé by regenenatiog
protoplasís is under way. A 2D refcrencc map of
prolcius secreteé by proloplasís could be a powcr-
ful tooi fon funetional analysis of ccli walt mutants.
Contpanison of maps of mulanís witit a reference
rnap sitoulé afloré information about lite differenl
conseqtrenees IbM gene deletion may elícil in ccii
wail cooslrucl¡orr. la adéilion, Wc are curnenlly
implementing tite jcleotiljcatjon of <he proteios
secreled by protopiasís of C. albicans, rnaking use
of lite ícchniqucs lucre deseribed. Sucit síudícs
could shed furíher ligití on new largels for tite
éevelopment of antifuogal dnugs.
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Two-dimens¡onal gel electraphoresis as analytical
tool for identifying Candida alb¡cans immunogenic
proteins
Thrs paper reporls Ihe usefulness of two-dimensional gel electropluoresis foilowed by
Weslern blotting witlu seta from patienís with systemic candidiasis ¡o Ihe identification
of tIte major Candida albicans antigeos. In order lo have diflerení patterns of protein
expression and suboellular localization, three types of protein preparaticos were ob-
lamed: cytoplasmic extracís, prolopiasí lysates and proteins secreted by protoplasís
regenerating their celí waIl. Titese proteins were separated by ttiglu-resolution two-di-
mensional electrophoresis using ao irnmobilized pH gradiení. Weslern blotting with
sera from patients with systemic candidiasis allowed Ihe detection of more Ihan 18 im-
munoreactive proteins. Sorne of titese proteins had different isoforms. Ah seta reacted
witit at leasí tiuree C. afbicans proteins and the mosí reactive serum detected up lo
eleven proteins. Sorne of Ihese aotigens, e.g., enolase and glyceraldehyde-3-phos-
pitale deitydrogenase (GAPDH), luave been idenlified on tite 2-O map. The mosí reac-
tive proteins were enolase and a 34 kDa protein o tite acidic part of Ihe gel (pl 4—4.4)
lhat was only detected >0 regenerating protoplast-secreted proteins. Tite identificatioíu
of alí titese antigeos would be useful for tite development of diagnostie sírategies.
Keywords: Candida albicans 1 Proteins ¡ Two-dimensional polyacrylamide ge> electropitoresis ¡
Antigeos ¡ lmmune response l Candidiasis ¡ lmmune sera EL 3360
1 Introduction
TIte dirnorphic fungus Candida albicans is both a com-
mensal and a human pathogen and is Ihe mosí common
cause of opportunistic fungal diseases. C. Mb/caos infec-
tions have increased dramatically during Ihe last two dec-
ades due lo several predisposing factors sucit as immu-
nosuppressive, cytotoxic and antibiotic lreatments, long-
term catiteterization and longer survival of immunoiogical-
y compromised individuals. Candidiasis can lake many
forms, ranging from asymptomatic colonizalion, through
superficial mucocutaneous infeclions, lo disseminated
systemic disease, oflen wilh multiple organ involvemení
[1—31.To understand Ihe pathogenicity and clinical impací
of C. albicans, it is importaní lo have knowledge of tite
host-fungus interaction. Hosí defense mecitaoisms
againsí C. Mb/caos infeclions are higitiy complex and sev-
eral sludies have demoostrated lite essenlial role of
phagocytic celís, celí-mediated irnmunity, and even hu-
moral immune responses o Ihe resolution of C. albicans
infections <4—6]. The imporlance of Ihe cellular or humoral
immune response seems lo depeod 00 Ihe type of infec-
tioo. Tite higit incideoce of mucosa> candidiasis o ¡odivid-
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uals with deficiencies o celí-mediated immunity (CMI)
empitasizes tite important role of CMI it proteclion
againsí C. a/b/cans mucosal infections [7]. By cootrast,
antibodies probably play an importaní part jo Ihe defeose
of tite hosí againsí disseminaled candidiasis [8]. Cespite
titis, Ihe role of anlibodies in resistance lo candidiasis is
st»> poor>y understood and deeper insigití mío Ihe humoral
immune response to C. afb/cans would be useful oot only
for tite developmenl of diagnoslie strategies buí also br
alternative forms of Irealmení of candidiasis [4].Several
immunogenic C. albicans proleios have alreadsm been
identified: heal s>uock proteins <Hsp9O, Hsp7O), enolase,
glycolylic enzymes and asparlyl proteinases 19—161. AII
titese works are analyzed o an excellení review [17].An-
other importaní issue is the diagnosis of systemic candi-
diasis. lmmunological tests are lacking jo sufliciení specif-
city and/or sensitivily, and do nol permil a distinclion
helween colonization and disseminated ofeclion 118—20].
it would t¡uerefore be of great use to Itave simple aod sen-
sitive tests. lo ligití of alí lite aboye, the detection and
identificalion of C. albicaos immunogenic proteins would
be valuable.
Two-dimensiona[ polyacrylamide gel elecíropitoresis (2-O
PACE) appears lo be a useful tool lot tite aoalysis of
complex mixlures of proteios. This lechnique, origina)ly
described by OFarreil 121] separales proteisus 00 tIte
basis of their differeoces o isoeleclric poiní <p~ o Ihe firsí
dimension and apparent molecular mass o tite second
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dimension. Over tite iast few years, with tite advent of
commercially manufactured immobilized pH gradienís
(IPGs) [22)titis rnethodology has been greatly improved.
After separation, proteo identification cao be achieved jo
rnany ways, such as tturough specific anlibodies, by com-
parison of two-dimeosional gel positions, Edman degra-
dation, arualysis of amino acid composiliorí aná, more re-
cently, mass spectrometry. Owing to tite need lo ¡deolify
O. albicans antigens, we have combined itere 2-O PACE
with Western blotting witlu seta from patienís witit systern-
ic candidiasis. With titis approacit, many immuooreactive
proteins were detected and sorne were identified. lo tite
presení report, we show tite usefulness of tris integrated
strategy lot the identification of O. albicans antigeos.
2 Materlals and methods
2.1 Organism, growth conditions and sample
preparation
O. a/bicans sírain 505314 (a clinical isolate) [23] was
used because it is a retereoce sírain used by rnaoy re-
searchers and mosí viruleoce studies have been carried
out witit disruptan? mutanís jo titis geoe<ic background
[241.This sírain was maintained 00 solid YED medium
(1% w/v o-glucose, 1% w/v Difco yeast extrací and 2%
w/v agar) aod incubated at 3000 for at least 2 days. Three
diflerení types of samples were oblained: cytoplasmic ex-
tracís, protoplast ysates, aod proteins secreted by proto-
plasts.
2.1.1 Cytoplasmic extracts
O. albicans celís were grown jo liquid YED medium al
3000 up to an optical density of 4 at 600 orn. Yeast celis
(10~> were pelleted by centrifugation aod wasited once
witit ce-colé water. Tite ce» pellel was resuspended jo
200 itt of lysis buffer (50 mr~ Tris-HOI, pH 7.5, 1 m~
EDTA, 150 mr~i NaCí, 1 mr,i OiT, 0.5 m~ PMSE and 5 ¡¡g/
mL of leupeptiru, pepstatin and antipain>. An equal volume
of 0.5 rnm diameter glass beads was added to tite celí
suspension. Leus were vortexed lot 1 mio and ceoled 00
ce lot 1 mio. This procedure was repeated until at least
80% of lite celis luad been lysed as delernuined by pitase-
cootrast microscopic examination. Atter tite beads itad
seltíed, tite celí extracís were Iransíerred lo olluer tubes
aod ceotrifuged for 15 mio at 13000 rpm. Supernatants
were again transierred fo otiter tubes, centrifuged once
again aod slored at —20”C.
2.1.2 Protoplast lysates
Celís were grown >0 liquid nEO medium at 2800 up to an
optical density of 4 at 600 orn, harvested aod wasited
once witit water. Celís (1—2 >< ítV celís/nuL) were titen jo-
cubated jo a pretreatrnent solution (10 mM Tris-HO>, pH 9,
5 mti EDTA, 1% y/y 2-mercaptoethano¡) at 2800 witit
sitaking at 80 rpm for 30 mio. After washiog witit 1 M sorbi-
tol, titey were resuspended ¡o 1 M sorbitol up to a density
of 5 X 10~ ceils/rnL. Titirty xUrnL Glusulase (Du Poní>
was added. Celís were liten incubated wi<it genlie sitaking
until more titan 90 were protoplasts [251,witich were titeo
pelleted by geolle ceotrifugation (600 >< g). Protoplasís
were wasited titree times witit 1 M sorbitol by gently swiri-
¡ng iquid across tite surface of tite pellet, to eliminate aoy
trace of Glusulase. Tite ceil pellel was resuspended o
200 pL of lysis buffet, vortexed for 1 mio and cooled on
ce br 1 mm. Titis suspeosion was centrifuged for 15 mm
al 13000 rpm. Superruatanis were again transíerred lo
otiter tubes and centrifuged. The supernatanís were kepí
al~20oC.
2.1.3 Proteins secreted by protoplasta
Pro<eins secreteé by protoplasts were obtained as previ-
ously described [26]. Briefly, protoplasts obtained as
aboye were induced to regenerale tite celí walls jo Lee
medium [271containing 1 M sorbitol as osmotic stabi>izer
al 2800, wilit gentle sitaking. Afler a 2 it incubaliorí, celis
were pelleted at 600 >< g and tite medium was filtered
titrougit a 0.22 ¡¡m pote size afler tite adéition of protease
initibitors: 0.1 rnM pitenylmetitylsulfonyl fluoride (PMSF;
Fluka, Bucits, Switzerland), 2 ¡¡g/mL leupetiru alud ant-
pain, and 1 gg/mL pepstatio A (Sigma, St. Louis, MO,
USA>. Tite mediunu was corucenírated by u!trafiltration
ng a pore size of 10000 Da (Diaflo; Amicon, Witten, Ser-
maoy) diluted witlu water, concentrated a lurliter litree
times and lyopitihzed. Gel! lysis was controlled by quantí-
tative determination of alkalioe pitospitatase [28).Protein
quantitation was performed by tite Bradford assay [291.
2.2 Two-dimens¡onal gel electrophores¡s
Two-dimensiooal electropitoresis was performed using
an PC system, as described tuy Bje!lqvist et mt. [303.lm-
mobiline 0w Strips (pH 3—10 NL, 18cm long; Pitarmacia,
Uppsata, Sweden) were reitydrated overoiglul o 8 u urea,
2% w/v CHAPS, 10 míe dititioerytitritol (OTE), 0.8% y/y
Resolytes (Pluanuua>yte pH 3—10; Pitarmacia) and a trace
of brornophenol blue. Samples <approximate!y 200 pg of
protein) were resuspended in sample bufler (8 ti urea, 4%
w/v CHAPO, 40 mu Tris, 65 mii OTE, bromopitenol blue)
aod loaded for tite firsí dirneosion. Isoelectrie Iocusing
was carneé out 00 a Multipitor II electropitoresis unit
(Pitarmacia) al 1500 witit tite following program: 0—500V
jo 1 mio, 500V br 5 it. 500—3500 Vio Bit, and 3500V fon
12.5 it (total 56250 Vh). After focusing, PS strips were
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equilibnated br 12 mm >0 50 m~ Tris-HO>, pH 6.8, 6 M
urea, 30% y/y glyceroi, 2% w/v SOS, 2% w/v OTE, ané
fon 5 mm in 50 mM Tnis-HCI, pH 6.8, 6 M urea, 30% y/y
glycerol, 2% w/v SOS, 2.5% w/v odoacetamide, ané a
trace of bromopitenol blue, ané were loaded onto a siab
gel with a 0.5% w/v agarose solution ¡o Laemrnii buffer
[311.Tite secood-dirnensiooal tun (SOS-PACE) was
carneé out on itomogeneous running gels (10%T) wititout
a stacking gel. Piperazine éiacnylamide (1.6%C) was
used as cross-linker. Electropitoresis was conducted
al 40 mA/gel constaní cunrení for 5 it o a Protean II ce»
(Bio-Rad, R¡citmond, CA, USA). Analyticai gels were sil-
ver-síairued according lo Menril el aL [32) with tite Bio-Rad
Silver Stamn Kit. Eleclropiterogram images were oblained
witit tite GS-690 Imaging Densitorneter and pnocessed
witit tite Melanie II software (Bio-Rad). Mr ané p/ values
estimated using interoal 2-O SOS-PACE standarés
(Bio-Rad).
2.3 Human sera samples
Six seta from patieots witit culture-confirmed dissemioat-
ed O. albicans irufeclion were used. Five of tite patients
itad iternatologic tumona: leukemias (sena number 2, 3
ané 5) or mielodysplastic syndnomes (sera number 1 ané
6). Ooe serurn (number 4) was frorn a patient witit a
tumor. Eour sera from itealtity subjects wene used as con-
trola
3.1 Collection of different C. alb¡cans protein
preparations: cytoplasmic extracta,
prateins secreted by protoplasts and
protoplast lysates
In order lo identify several O. albicans anligeos, we ob-
tained different O. albicans prolein preparat¡oos. Finsí, we
collected a typical crude extrací containiog mainly cyto-
plasmic pnote¡ns (cytoplasrnic exínací). in titis type of
preparalion, celí wails were removed by centrifugation, al-
titougit some soluble ce» wall proteins may also itave
beeo presení. Sioce tite yeast celí wall is tite síructure
tital mediales tite initial níeraction betweeo tite rnicroor-
ganism ané tite host, we employed a previously describeé
approacit used witit Sacaba romyces cerevisiae [261.Titis
is based on tite analysis of proteins secreted by regener-
ating protoplasís. lnitially, regenerating protoplasís se-
crete maoy of titeir cel> wall componenís into tite meéium.
lo tite case of O. albicans, celís were treated witit Clusu-
ase lo oblain more titan 90% proloplasís, ané litese wene
incubated under regeneratiog cooditions fon 2 it lo al>ow
tite secretion of putative ce» wall cornponeots. Because
remoyal of lite yeast celí wall is a stressful cooditioo fon
tite celís, crude extracís from celís wititout ítem ce» wall
were sIso obtained (prolopiasí lysates). Titis allowed us
to compare soluble cytoplasmic proteios witit prolejos se-
creted by protoplasís fnorn yeast celis under tite same
stnessful conditions.
2.4 Immunoblot analysis
Aflen tite samples itad been subjected lo analytical 2-O
PASE, tite gels were electroblotíed onto nitrocellulose
menubranes in Towbin buHen al 50 mA overnigitt [33).
BloIs were processed foilowing standard protocois l3~l-
Monoclonal antibody A2C7 (ATCC) againsí C. albicans
enolase (Eno; dilution 1:6000) was useé fon immuoode~
tection. Poiyclonal anlibodies against O. a/bicans Hsp7O
(dilution 1:10 000), C. alb/cansendoglucanase (6g12; diiu-
1100 1:5000> ané Saccharomyces cerevisiae glyceralde-
ityde-3-pluospitate dehydnogenase (SAPDH; dilution
1:10 000) were used fon immunodelection. Humao seta
were diluted 1:50 or 1:100. lrnmunoreactive spots were
detected using itorseradisit peroxidase-labeled ant>-
mouse, anti-rabbit or anti-ituman lgSs (depending 00 tite
f¡nst antibody used) andan enitanced citemiluminescence
detection system (ECL; Amersitam, Uppsala, Sweden>.
3 Results and discuasion
Titis study isa preliminary step o tite determination of tite
usetulness of 2-O PASE fon definiog imrnunogenic pro-
teins tital induce antibody production tu patienís witit sys-
temic candidiasis. Below we report tite resulís corre-
sponding lo tite differeot pitases involved.
3.2 Twa-dimensional protein maps of
C. alblcans
O. a/bicans proteins frorn tite titree diffenent preparations
were separated by itigit-resolutioo two-dimeosiooa> elee-
tropitonesis using an immobiiized pH gradiení [30]. Six
gels (titree dilferení experirneots cannied out in duplicate)
of eacit type of sample were tun. Figures 1, 2 ané 3 sitow
tite maps of titese proteins, o tite M, 10—200 kOa ané
p/ 3.5—9 experimental window, witicit were yisualized by
silven staining. Figure 1 sitows tite 2-O gel electropitoresis
paIlero of tite soluble proteins of O. a/bicans SC5314. To
our knowledge, titis is tite fitst O. afbfcans 2-O map ob-
tained witit IPGs. Using tite Melanie II software, about
600—700 protein spots were detecteé o cytoplasmic ex-
tracts. Tite resolution was gooé ané tite tecitnique was
itigitly reproducible. Figure 2 sitows tite 2-O map of C. al-
bicamis protoplasí lysales, jo witicit aboul 600—700 prolein
spots were also detected. On comparing tite maps of
soluble proteios fnom exponentia!ly growing celEs with
titose from celís without celí walls, an importaní citange o
tite protein patíero was observed. Tite most relevaot fiod-
ng was tite itigiter expressioo of certain proteirus (Mr
tange betweeo 30—50 koa) in tite protoplast lysates.
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Sorne of litese were laten ideotified as glycolytic
(see below>. Tite 2-O map of proteios secreteé
plasts regenena<iog ítem ceil walls is sitown jo





lo the early igEOs two-dimensional gel electropitoresis
was used for separatiog O. albicans cytoplasmic pnoleins
¡o onder lo investigate diflereol protejo expression during
tite morpitological tnaositioo (yeast-itypitae) of titis organ-
isrn [35—38].lo litese studies, protejos were radioactively
labeled aod about 200—400 spots were resolved. Firíniey
et al. [38] reporteé tite limitatioos of 2-O PACE aoarysis,
particulariy jo lite delection of low-abundaoce regulatory
proteins titat migitt be cnitical to tite establisitmeot of alter-
nalive morpitologies. Howeven, al lital lime, apart 1nom
tite pnobiern involveé jo reproéuciog tite tecitnique, de-








nol be ideolified. More recenlly, Niioui el al. 139) itaye
again addressed titis ¡ssue using 2-D PACE w>tit carnet
ampitolytes but failed fo deteel polypeptiées unique to
eititer morpitology. Fractiooatioo of O. albicans prepara-
tioos by attioity citromatography o orden lo doled DNA-
bioding pnoteios followed by SOS-PASE reyealeé novel
polypeptiées prefeneotially syntitesized jo germ tube-
forming celis. Here, usirug 2-O PACE witit POs, we sitow
it is possible lo doled more spots titan ¡o al> previous
sludies carnied out wilit O. afbicans protejo preparatioos
ané titat resolution is clearly enitaríced. Moreover, tite
possibility of ideolifying protejos directly from tite silver-
síained spots jo tite gel, by mass spectrometty [40],wouid
allow O. albicans researciters lo successfully nesoiye in-
tenestiog approaclues atíempled previousiy bu¶ itanupered
by tecitoical problems titat could nol be solved witit tite
solutions titen ayailable.
*
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Figure 1. Two-dimeosiooal si>ver-staioeé rnap nl O. alt/caos cyloplasrnic extracts. Eno, Hsp7O aod SAPOH were ideoti-
lied by rnmuoodelection. Arnows indícate antigenie proteins recognized with sena from palients witit systernic caodidjasis.
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3.3 lmmunodetectian of C. albícans prateins
Sorne previously described C. albicans antígeos joclude
iteal sitock proteos aod glycoiylic enzymes [171.Antibod-
es againsí Eno, Hsp7O aod GAPDH were used fon immu-
nodetection. Monoclonal antibodies agajosí Eoo recog-
nized severa> isoforms of enolase witit sligittly differeot
p/s. A cluster of two spots al 48 kDa was immuoodetected
in cytoplasmic extracts. However, clusters of four ané
three spots al 48 kOa were delected jo protoplast lysates
ané jo protoplasts-secneted proteins, respectively. Titese
were assigoeé lo tite cornespondiog clusters o tite gels
(Figs. 1—3>. Summing up, litese resulís sitowed tital dif-
fereot Eno isofonma witit differeot levels of expression
were pneseot o our protein prepanatiotus. Usiog a polycio-
oal aotibody againsí Hsp7O (a protein witit itigit itomology
witit tite .1 cerevisiae SSA family>, two spots were detect-
ed at 70 kDa ané at 78 kOa in botit cytoplasmic extracts
aod protoplasí lysates witich were assigned to tite corre-
spondiog spots jo tite gels. lo tite protopiast-secreted pro-
tejos, litis proteo was immuoodetected jo lite membrane
but was undetectable jo tite silver-síained gel. We also
assayeé antibodies againsí S. cerevisiae SAPOH ané
one clusler of titree ané four spots was recogoized by
titese antibodies o ceil exíracís ané protoplasí lysates,
respectively. lo tite protoplasts-secneted proteios ooly two
spots wene recogoized and their patíero rendered ítem
easily recogoizable mo silver-~taioed gels. Finally, we used
antibodies againsí 5. cerevisiae Bgl2 (¡3-1 3-glucan trans-
ferase); titis protein is stroogly expressed jo 5. cera vis/aa
witeo protoplasís are negeoenating titeir ce» walls [26].
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Figure 2. Two-dimensiooal sikíer-sta>ned rnap ol O. Mb/caos protoplasí lysates. lderttitied proteisus are sitown. Arrows mdi-
cate aot¡gent proteisus recogoized w>Ih sena frorn patienís with systemic cand~diasis.
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secreteé by protoplasís <Fig. 3). 8g12 was undetectable
by Westenn blottiog jo tite otiter protein preparatioos <cy-
toplasmie extracís arué protoplasís ¡ysates). To summa-
rize, Eno, GAPDH, Hsp7O ané Bgl2 were identified witit
antibodies 00 tite 2-O maps of diflerení O. afb/cans pro-
tejo prepanatioos.
3.4 Detection of C. alb¡cans proteins strongly
reactive with sera from pat¡ents with
systemic candidiasis
Six seta fnom patienís witit syslemic candidiasis ané four
sena from iteallity odividuals were assayed. lo prelimina-
ry assays usiog dol blois, tesis were performed witit sena








was tite mosí appnopnia<e. Serum dilutions of 1:10—
1:10 000 were immunoreactjye by dol blot. Howeyer,
witen we used tite sena fon imrnuoodetection ¡o proteio
preparatiorus separated by 2-O PASE, belter nesults were
obtained usiog lowen dilu<ions (1:50 or 1:100). Al> sena
wene titerefore used ata dilution of 1:50. More titao 18 dif-
feneot proteios wene immuooéetected (TaNes 1, 2 ané 3;
aod Figs. 1, 2 ané 3), ané importaot cooclusions could be
obtaioed from tite diffeneol proleio preparatioos used.
Witen O. Mb/caos cytoplasmic extracís were aoalyzed,
severa> spots witit a molecular mass raoging betweeo 30
and 84 kOa were ¡mmuoodetecteé <Table 1 summarjzes
lluese nesulís.) Protelos witit tite sarne molecular mass
ané small differeoces ¡o piare considered lo be ¡soforms.
Titus, jo titis sample it was possible lo ¡mmuoodetect al
un
*
Figure 3. Two-éirneosional silver-síained rnap of prolcios secreteé by O. albicans protoplasís uodergoiog celí wal[ regeo-
eration. Identified proteins are sitown. Anrows indicate arutigenie protejos recogoized jo sena fnorn palientts witit systernic
candidiasis.
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Table 2. C. alt/caos prolejos from proloplasí lysates detecled jo sena fnom patienís witit systemic candidiasis
Proteos Sena
Number Mr <X í0~) pl Patieot 1 Palleol 2 Patiení 3 Patiení 4 Patient 5 Patiení 6
1 84 5.4—5.7 — + — +
2 67 4.7—5 + + + — —
3 60—61 4.9—SA + — — + —
4 57—58 4.5—4.7 + —
5 58 6.7—7 — + — —
6 56—57 4.2—4.5 + — — + —
7 56 6.4—6.7 — —
8—10 51—55 4.3—4.4 - — — — —
11 48—50 4.5—4.8 + — + + —
l2Eoo 48 5,6—5.8 ->- ->- + + + +
13 44—46 5.6—6.2 — + + + — +
14 42 6 — + + — —
15 SAPDH 35 6.7—7.5 — — — —
16 34 4—4.4 — — — — — —
17 30—32 4.2—4.4 — + — — —
18 30 5.9 — — — — +
Table 3. C. alt/caos proloplasí-secreted protejos detecteé by sena fnom palieníswitit systemic candidiasis
Protejos Seta


























leasí 17 differeot proteios (iocludiog Eno ané SAPDH).
Ah sena neacted witit al leasí two diflereol pnoteios aod
tite mos> irnmuooreactive serum detecteé al least ten pro-
tejos <Fig. 4 sitows tite immunoblot witit serum fnom tite
mosí immune reactiye patieot). Al) Sena necogoized Eno.
Anotiter itigitly immunogeoic protejo has a molecular
mass of 49 kOa arud a p/ raoge of 4.5—4.8. Witen seta
from uniofected subjects were assayed, a fainí reaction
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witit Eno was observed (data 00< sitown). Titis can be ex-
plained o terms of lite notion titat O. albioans is a com-
meosal organism
Tite same spots were immuoodetected witeo protoplasí
iysates wene used (Fig. 2). However, tite ioteosity of tite
inumunodetectioo (jo tite gel negioo corresponding lo a
molecular mass raogiog betweeo 30 ané 55 koa) was
luigiter titan witeo cytoplasmic extracís were used, a fact
tital simplified lite immunoéetectioo. Figure 5 sitows a
protoplasí rysate mmuooblot detected witit serum from
patiení number 1. Tite least neactiye protejo preparation
involved tite proteins secreted by protopiasís; ooly foun
proteios were immunodetecteé. Again, Eno was immuoo-
detected. A new protejo tita< was nol preseot o tite otiter
samples was recognized. Titis protein itas a molecular
mass of 34 kOa arud api betweeo 4—4.4 (Hg. 6). Angiolel-
la eta! [41) itave described a 34 kOa celí wall mannopro-
lelo, witich was necognized by a nabbil anti-Candida se-
rum. Furtiter nesearcit is oecessany jo order to know
witetiter titese proleios are related. Tite ideotificatioo of
titis protein could be importaní ané is curneotly oogoing.
lo coruclusion, titis work is tite first atlempt ata large-scale
ideotificatioo of O. alt/caos antigeos by combioiog 2-DE
arud Western blo«iog witit sena fnom palien<s witit system-
o carudidiasis. A similar appnoacit is curreotly beiog used
lo iéeolify Haemoph/lus inf/uenzae immuoogeoic proteins
[423.We sitovi tite presence of al leasí 18 iruumunogeoic
proteios, sorne of titem glycolytic eozyrnes. Tite ideotilica-
tion ol al> titese protejos is 00W uoderway. Aititougit pre-
liouioany, lite lioding of lite preseoce of diflerení arutibodies
¡o tite seta of palients ané tite study of éiffeneot nisl=
48 -
groups witit systemic candidiasis would al>ow tite ideolifi-
cation of specific immuooéomioaot antigeos o order to
desigo improveé serologic tests fon tite diagnosis of cao-
didiasis.
4 Concluding remarks
Two-éimeosiooal gel electropitoresis of O. alt/caos pro-
tejo preparatioos foliowed by Westero blottiog w>th seta
from patienís witit systemic candidiasis pnovides a power-
ful bol for tite ideotification of immuooreactiye pnoteios. lo
tite preseol sludy, we used differeot O. alt/caos protejo
preparaliorus <cyloplasmic extracís, protoplasí lysales ané
proteirus secreteé by protoplasís). Tite use of differeot
samples witit differeot patíenos of protejo expressioo ne-
veals a useful approacit fon identifyisug more immuooreac-
uve proteos as well as acitieviog betíer immuoodetectioo,
Proloplas> lysates allowed easien immuoodetectioo be-
cause sorne of lite imnuunogenic prolejos are itigitly
expresseé o <bis sample. Moreoyen, tite use of a sample
enniciteé lo cehí wall componenís also allowed lite irnmu-
nodetection of anotiter antigen titat was oot preserut jo lite
otiter samples. Titis antigeo (M, 34 artd pl 4—44) was tite
most immuooneactive prolein buí, uoiike Eno, )t was oot
deteeted jo seta from itealtity subjects. Tite iéentificalioo
of ah tite immunode<ec<ed O. afb/caos protejos jo titis
work is cunrently being aédresseé at our >abonabony. Sim-
lar studies witit patienis with systernic carudidiasis be-
loogiog lo differeot nisk gnoups (Le., diabetes, patienís
witit AbS, witit sobé on itematologic tumors) could itelp o
uoderstaodiog tite role of tite itumonal response o O. a/t/-
caos jiufecliorus. The overa» vievm o> lite difleneol Caod/da






4. ¶ plFigure Lefl: Delail of lite two-djmerusional silven-síained electropiterograms of O. afb/cans cytoplasouic extracís, Arrows
jodicate spots matciting witit imrnuooreactive spots o Westero blots witit senum frorn a patient witit systemic candidiasis




Electrophores/s 1999, 20,1001—1010 2-DE analysis of tite immuoe response lo O. albicans 1009











Figure 5. Left: Detail of tite two-éimeosiooal silver-síajoed electnopiterograms of O. albicans pnotoplast lysales. Anrows
indicate spots matciting witit immuooreactive spots ¡o Weslero blots wilit serum from a patieot witit systemic candidiasis













Figure 6. Lefí: Detail of tite two-dimeosiooal silven-síaineé eleclropiterograms of O. a/b/cans pnoloplasts-secneted proteios.
Anrows odicale spots matcitiog witit immuooreactiye spots ¡o Westero blot wilit serum from a palien> witit systernic caodi-
diasis (numben 1>. Rigitt: Western blots of similar electropiterognarns witit serum fnom patiení numben 1.
useful for tite diagnosis as well as mooitoning tite eyolu-
1>00 of tite disease.
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